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1 Einleitung 
1.1 Evolution der Mitochondrien 
Die Frage, wie und wo die Mitochondrien innerhalb der Evolution der eukaryotischen 
Zelle entstanden und sich entwickelten, wird bis heute kontrovers diskutiert. Traten 
die Mitochondrien gleichzeitig mit den eukaryotischen Zellen auf oder folgten sie 
dieser Entwicklung? Entstanden sie unter anaeroben Bedingungen oder aoeroben? 
Viele Hinweise sprechen dafür, dass die Mitochondrien aus Eubakteria 
hervorgegangen sind (Lang et al., 1999). Besonders Analysen von ribosomalen 
RNAs (Gray, 1998) und proteinkodierenden Genen (Gray et al., 1999) deuten darauf 
hin, dass der Vorläufer der Mitochondrien aus der Klasse der α-Proteobakterien 
stammte. Die Fähigkeit zum Elektronentransport und der damit gekoppelten ATP-
Produktion ist in Teilen sowohl in den Mitochondrien als auch in α-Proteobakterien 
kodiert (Lang et al., 1999). Durch die Sequenzierung zahlreicher mitochondrialer 
Genome konnte gezeigt werden, dass die Zahl mitochondrial kodierter Proteine, 
verglichen mit den am engsten verwandten Bakterien, in unterschiedlichem Maß 
abgenommen hat (Anderson und Kurland, 1998). Die Zahl der mitochondrial 
kodierten Proteine schwankt zwischen 67 und lediglich 3 bei bestimmten obligat 
parasitischen Protisten, zu denen auch Plasmodium falciparum, der Erreger der 
Malaria, zählt (Lang et al., 1999). Mittlerweile sind auch Beispiele bekannt wie die 
parasitischen Microsporidia und Neocallimastigales, bei denen es zum vollkommen 
Verlust der mitochondrialen DNA gekommen ist. Dieses Phänomen wurde 
ausschließlich bei Organismen beobachtet, die ihre Lebensweise auf den Aufenthalt 
in sauerstofffreiem Milieu, wie beispielsweise dem Verdauungstrakt von Wirtstieren, 
angepasst haben, wo die sauerstoffabhängige Energieproduktion nicht mehr möglich 
ist. Im Fall der Neocallimastigales konnte gezeigt werden, dass der ADP/ATP-
Transporter und mehrere Hitzeschockproteine mit denen der Mitochondrien verwandt 
sind. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass die Hydogenosomen von den 
Mitochondrien abstammen (Bullerwell und Lang, 2005). Für den Verlust von Genen 
bei den Mitochondrien-Vorläufern kommen eine Reihe von Ursachen in Frage. 
Bestimmte Gene z.B. für die Zellwandsynthese oder Teile des Metabolismus wurden 
nach der Aufnahme in die Wirtszelle nicht mehr benötigt und gingen sehr schnell 
verloren. Andere wurden in den Zellkern transferiert, wobei bestimmte Gruppen von 
Genen in den Mitochondrien verblieben. Bei allen untersuchten mitochondrialen 
                                                                                                                          Einleitung 
 
2 
Genomen ist zu beobachten, dass besonders die Proteine erhalten bleiben, die an 
der Atmung und der mitochondrialen Proteinsynthese beteiligt sind. Ein Grund hierfür 
ist, dass durch die Lokalisierung eine sehr schnelle und genaue Regulation möglich 
ist (Allen, 2003). Cytochrom b (cob) und die Untereinheit 1 der Cytochromoxidase 
(cox1) wurden in allen untersuchten mitochondrialen Genomen gefunden (Adams 
und Palmer, 2002). Drei weitere Gene der Atmung nad1, nad4 und nad5 sind nahezu 
universell. Nur in zwei Abstammungslinien (Hefen und Apicomplexa) sind diese nicht 
mehr vorhanden, aber nicht, weil sie in den Kern transferiert worden sind, sondern 
weil der gesamte aus über 20 Untereinheiten bestehende Komplex der NADH-
Dehydrogenase (oder Komplex I der Elektronentransportkette) von diesen 
Organismen verloren wurde (Kurland und Andersson, 2000). Bei Saccharomyces 
cerevisiae wurde der Komplex durch drei alternative NADH-Dehydrogenasen ersetzt 
(Joseph-Horne et al., 2001). Wie im Fall der alternativen NADH-Deyhdrogansen 
wurden im Rahmen der Evolution bestimmte Funktionen, die ursprünglich durch 
mitochondrial kodierte Proteinen erfüllt wurden, durch kernkodierte Gene 
übernommen, die in keiner Beziehung zu diesen stehen. Ein Beispiel, bei dem die 
Herkunft des Gens ungeklärt ist, stellt die mitochondriale RNA-Polymerase dar. 
Während die Polymerase des Mitochondrien-Vorläufers, wie in Prokaryota üblich, 
aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzt ist, wurde diese bei nahezu allen 
Eukaryoten durch eine Polymerase ersetzt, die aus nur einer Untereinheit besteht 
und typischerweise in Bakteriophagen wie T3 oder T7 auftritt (Gray und Lang, 1998). 
Insgesamt sind für die Funktion der Mitochondrien hunderte von Proteinen 
notwendig, wobei der überwiegende Teil kernkodiert ist (Adams und Palmer, 2002). 
Karlberg et al (2000) analysierten das Proteom von Saccharomyces cerevisiae durch 
Sequenzvergleiche und konnten zeigten, dass sich dieses aus Proteinen 
verschiedenen Ursprungs zusammensetzt. Von den über 400 untersuchten 
Proteinen waren weniger als 30 auch mitochondrial kodiert. Die kernkodierten 
Proteine weisen zu 50-60% Ähnlichkeiten mit prokaryotischen Genen auf und sind 
teilweise durch Gen-Transfer von den Mitochondrien in den Kern entstanden. 
Funktionell erfüllen sie die Aufgaben der Biogenese der Mitochondrien, der 
Energieerzeugung und der Proteinsynthese. Die 20-30% der Proteine, die 
Ähnlichkeiten mit eukaryotischen Genen haben, dienen vor allem dem Transport 
durch die Membranen und der Regulation der mitochondrialen Funktion. Für weitere 
20% wurden keine Entsprechungen gefunden, so dass sie als individuelle 
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Entwicklungen diese Hefe angesehen werden können. Zu dem hohen Anteil an 
Proteinen mit Ähnlichkeiten zu Prokaryota wird von anderen Autoren kritisch 
angemerkt, dass die entsprechenden Proteine auch bereits Teil des Genoms 
gewesen sein könnten, bevor es zur Aufnahme des Mitochondrienvorläufers kam, so 
dass eine klare Zuordnung zu einem eukaryotischen oder prokaryotischem Ursprung 
schwierig ist (Gray et al., 2001). Eine weitere Quelle für Proteine, die eine Funktion in 
den Mitochondrien erfüllen können, stellen Gene der Chloroplastenvorläufer dar. 
Mollier et al. (2002) konnten zeigen, dass bei einigen Angiospermen beispielsweise 
ein Protein der kleinen ribosomalen Untereinheit (rps13) in den Mitochondrien 
plastidären Ursprungs ist. Auch bezüglich der Transfer-RNAs (tRNAs) hat die 
Evolution der Mitochondrien zu einem heterogenen Bild geführt. Während die 
Apicomplexa und Trypanosoma brucei über keine mitochondrialen tRNAs verfügen 
und auf den Import von tRNAs angewiesen sind, haben viele der untersuchten 
Mitochondrien mit 22 bis 27 tRNAs die Möglichkeit, den Translationsprozess 
unabhängig von Importen zu gewährleisten. Der Import von cytosolischen tRNAs hat 
sich in unterschiedlichem Umfang viele Male im Rahmen der Evolution der 
Mitochondrien entwickelt (Gray et al., 1998). Bei Weizen konnte gezeigt werden, 
dass neben dem Import von tRNAs eine Sequenz von diesen aus den Chloroplasten 
direkt in das mitochondriale Genom transferiert wurde (z.B., Joyce und Gray, 1989). 
Während für die Apicomlexa sowohl die Anzahl der mitochondrial kodierten tRNAs 
als auch die der Proteine sehr niedrig ist, besteht zwischen diesen Zahlen kein 
direkter Zusammenhang. So haben sowohl Saccharomyces cerevisiae als auch 
Schizosaccharomyces pombe deutlich weniger mitochondrial kodierte Komplexe der 
Atmungskette (7) als andere Pilze (13-14), die tRNAs (24-25) werden aber alle vom 
mitochondrialen Genom selbst kodiert (Lang et al., 1999). Auch eine Korrelation 
zwischen der Anzahl kodierter Gene und der Genomgröße ist nicht gegeben. So 
haben S. cerevisiae und S. pombe nahezu die gleiche Anzahl an mitochondrial 
kodierten Genen, aber die Größe unterscheidet sich deutlich. S. pombe weist ein 
äußerst kompaktes Genom (ca 19 kb) mit nur wenigen Introns auf, während die 
mitochondriale DNA von S. cerevisiae durch eine Vielzahl von Introns und 
ausgeprägte intergene Bereiche mehr als 85 kb groß ist. (Bullerwell et al., 2003; 
Foury et al., 1998). Auf die Organisation der mitochondrialen DNA dieser beiden 
Modellorganismen sowie Gemeinsamkeiten und Unterschieden, die sich daraus für 
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die mitochondriale Transkription und Transkriptprozessierung ergeben, soll im 
weiteren Verlauf der Einleitung (1.3 und 1.4) genauer eingegangen werden. 
1.2 Mitochondriopathien 
Mitochondrien werden gemeinhin als „Kraftwerke der Zelle“ bezeichnet. Beim 
Menschen führen Störungen der ATP-Regeneration in den Mitochondrien zu 
bestimmten Erkrankungen, die als Mitochondriopathien bezeichnet werden. Da 
hiervon besonders Gewebe betroffen sind, die einen hohen Energieverbrauch haben, 
wurde lange davon ausgegangen, dass fast ausschließlich das periphere und 
zentrale Nervensystem, sowie die Muskulatur betroffen sind (Eymard und Hauw, 
1992). Man spricht in diesem Zusammenhang von Encephalomyopathien (Goto, 
2000). Es zeigte sich aber, dass Mitochondriopathien in den meisten Fällen eine 
Vielzahl von Organen wie Augen, Ohren, endokrine Organe, Herz, Leber, Nieren, 
Blut und Haut betreffen (Di Donato, 2009). Aufgrund der Tatsache, dass 
verschiedene Organe mit unterschiedlich starker Ausprägung betroffen sind, die sich 
mit zunehmendem Alter des Patienten verstärken können, ergibt sich klinisch ein 
äußerst heterogenes Bild der verschiedenen Erkrankungen. Die Kombination von 
Defekten in unterschiedlichen Organen führte zu einer Definition mitochondrialer 
Syndrome, die durch ihre Abkürzungen oft eine Zusammenfassung der klinischen 
Symptome darstellt wie zum Beispiel NARP (Neurogenic muscle weakness, ataxia, 
retinitis pigmentosa): Eine neurologisch induzierte Muskelschwäche einhergehend 
mit Koordinationsstörungen der Muskulatur und Blindheit, hervorgerufen durch eine 
Degeneration der Photorezeptoren der Netzhaut (Finsterer, 2004, 2006). 
Ähnlich zahlreich wie die auftretenden Symptome sind auch die Ursachen, die den 
verschiedenen Mitochondriopathien zugrunde liegen. Generell lassen sich zwei 
Klassen unterscheiden. Die erste Klasse wird durch Mutationen der mitochondrialen 
DNA hervorgerufen, während die zweite Klasse von Erkrankungen durch Mutationen 
in der Kern-DNA verursacht wird. Mitochondrial kodierte Defekte, die auf Deletionen 
und Duplikationen beruhen und zu Veränderungen größeren Ausmaßes der mtDNA 
führen, sind eher selten. Weitaus häufiger sind Punktmutationen, die für eine Vielzahl 
der bekannten Erkrankungen verantwortlich sind (Montoya et al., 2009). 
Punktmutationen treten in der mitochondrialen DNA häufiger auf als in der Kern-
DNA, da sie durch mehrere Faktoren begünstigt werden. Die mtDNA in der 
mitochondrialen Matrix ist in Nachbarschaft zur inneren Membran lokalisiert. Durch 
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die damit verbundene räumliche Nähe zur Atmungskette kommt sie häufiger mit 
hochreaktiven Sauerstoffradikalen (ROS, reactive oxygen species) in Kontakt, die zu 
Veränderungen der DNA führen können. Im Gegensatz zur Kern-DNA ist die mtDNA 
nicht durch Histone geschützt und DNA-Reparatursysteme sind in den Mitochondrien 
weniger ausgeprägt als im Kern (Druzhyna et al., 2008). In vielen untersuchten 
Fällen liegt einem komplexen Krankheitsbild lediglich eine einzelne Punktmutation 
innerhalb der mtDNA zugrunde (Montoya et al., 2009). Im Gegensatz zur DNA des 
Zellkerns ist von der mitochondrialen DNA eine Vielzahl von Kopien in jeder Zelle 
vorhanden. Haben alle Kopien die Wildtypsequenz, spricht man von Homoplasmie. 
Veränderungen durch Punktmutationen treten zuerst nur bei einzelnen DNAs auf. 
Das gleichzeitige Auftreten von korrekten Wildtyp DNAs und veränderten Kopien 
bezeichnet man als Heteroplasmie. Ist der Anteil an mutierten Kopien in der Zelle 
relativ gering und die Energiegewinnung nur geringfügig reduziert, kommt es zu 
keinem Auftreten von Symptomen. Je höher der Energiebedarf eines bestimmten 
Gewebetyps ist, desto geringer ist der Anteil an mutierter DNA, der zu einer Störung 
der Zellfunktion führt. Man spricht in diesem Zusammenhang vom Schwellenwert-
Effekt (Dimauro und Davidzon, 2005).  
Bei Mitochondriopathien, die durch Mutationen in Zellkern ausgelöst werden, können 
mehrere Klassen unterschieden werden. Einige kodieren für Untereinheiten von 
Komplexen der Atmungskette oder Assemblierungsfaktoren. Andere sind für die 
Stabilität der mitochondrialen DNA verantwortlich oder an der Biogenese der 
Mitochondrien beteiligt (Finsterer, 2006). Während bei den bisher angeführten 
Beispielen die Mutationen im kodierenden Bereich lokalisiert waren und direkt auf die 
Fehlfunktion des Gens zurückgeführt werden konnten, wurde auch ein Beispiel 
untersucht, bei dem der Zusammenhang von einer bestimmten Mutation in einem 
Kerngen und der resultierenden Erkrankung weitaus komplexer ist. Hier betraf die 
Mutation nicht den Leserahmen des Gens sondern lediglich die Expression des an 
der mitochondrialen Transkriptions-Initiation beteiligten Faktors. Erst durch diese 
Änderung führt eine mitochondrial lokalisierte Punktmutation zu einem Ausbruch der 
Mitochondriopathie, einer maternal vererbten Taubheit (Shadel, 2004). 
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1.3 Transkription in Mitochondrien 
Auch wenn die Transkription in ihrem generellen Ablauf- Initiation, Elongation und 
Termination- sowohl in Prokaryoten, Eukaryoten und Mitochondrien nach ähnlichem 
Muster abläuft, so sind bezüglich der Mechanismen im Detail und bei den beteiligten 
Proteinen wichtige Unterschiede zu erkennen. Bei den Prokaryota wird die 
Transkription durch eine RNA-Poylmerase gewährleistet, die aus 5 Untereinheiten 
aufgebaut ist. Zwei α- Untereinheiten, eine β- Untereinheit und eine β´- 
Untereinheiten bilden das Core-Enzym, das für die eigentliche Transkription 
verantwortlich ist. Der Sigma-Faktor hat eine hohe Affinität zu bestimmten 
Sequenzen wie der Pribnow-Box und der -35 Sequenz des Promotors. Er bildet mit 
den anderen vier Untereinheiten das Holoenzym, das die Transkriptionsinitiation 
gewährleistet (Burgess und Anthony, 2001). Prokaryota verfügen über eine Reihe 
von Sigma-Faktoren, die je nach Umweltbedienungen wie z.B. Hitzestress exprimiert 
werden und aufgrund unterschiedlicher Promotorspezifität für die Transkription 
verschiedener Gengruppen sorgen (Gruber und Gross, 2003). Die Termination der 
Transkription erfolgt durch zwei verschiedene Mechanismen. Palindromische 
Sequenzen innerhalb des Transkripts formen Haarnadelstrukturen, die zu einer 
Trennung der Polymerase von der DNA führen (einfache Termination) oder diese 
wird vom Terminationsfaktor Rho (rho-abhängige Termination) herbeigeführt (Henkin, 
1996). Die gebildete mRNA ist in vielen Fällen polycistronisch, es werden mehrere 
Gene von einem gemeinsamen Transkript codiert, welches ohne weitere 
Modifikationen translatiert wird. Die Transkription erfolgt im Cytosol, so dass 
Transkription und Translation parallel ablaufen können. Bei den Eukaryota ist schon 
die Transkriptions-Initiation wesentlich komplexer. Die Zahl der regulatorischen 
Elemente, die positive und negative Einflüsse auf die Transkription haben, ist höher 
und ihre Distanz zum Kern-Promotor wesentlich größer. Drei verschiedene 
Polymerasen (I-III) ermöglichen die Transkription der verschiedenen Klassen von 
RNAs (rRNAs, tRNAs, mRNAs und snRNAs). Sie bestehen aus einer Reihe von 
Untereinheiten (7-14) und transkribieren jeweils nur für einen Teil der verschiedenen 
RNAs. Die Transkriptions-Initiation bedarf einer Vielzahl von Transkriptionfaktoren für 
die Funktion aller drei Polymerasen. Diese Transkriptionsfaktoren ermöglichen eine 
sehr genaue Regulation. Die Termination kann nicht von den Polymerasen alleine 
gewährleistet werden, sondern bedarf weiterer Faktoren, die beispielsweise die 
Polyadenylierungsstelle erkennen, die RNA schneiden und die Polyadenylierung 
Einleitung 
 
7 
einleiten. Im Gegensatz zu Prokaryoten kommt es während und nach der 
Transkription zu einer Reihe von Modifikationen an den gebildeten RNAs. Das 5´-
Ende der RNA wird mit einer Cap-Struktur versehen, Introns werden aus der RNA 
entfernt, einzelne Nukleotide können durch andere ersetzt werden (RNA-Editing) und 
das 3´-Ende wird in den meisten Fällen polyadenlyiert. Nachdem alle Modifikationen 
abschlossen wurden, werden die reifen RNAs in das Cytosol transportiert, wo sie 
translatiert werden.  
Die Transkription in den Mitochondrien stellt eine Mischsituation zwischen den 
beiden bisher beschriebenen Situationen dar. Wie bereits im Teil „Evolution der 
Mitochondrien“ beschrieben, war der Vorgänger der Mitochondrien vermutlich ein α-
Proteobakterium. Die Organisation der mitochondralen DNA in Nucleoiden statt in 
Nukleosomen, die Transkription von polycistronischen Transkripten und die 
räumliche Nähe und teilweise sogar die Koppelung von Transkription und Translation 
sind Charakteristika, die bei allen Mitochondrien auf diese Vergangenheit hinweisen 
(Rodeheffer und Shadel, 2003). Auch der genetische Code, der sogar in den 
verschiedenen Reichen der Lebewesen hoch konserviert ist, wurde in den 
Mitochondrien zum Teil abgewandelt. Der Transfer von Genen in den Zellkern wie 
auch die Übernahme von Funktionen durch Kerngene, die sich unabhängig von 
denen der Mitochondrien entwickelten, haben dazu geführt, dass sich die 
Genomorganisation und die Transkription in den Mitochondrien verschiedener 
Organismen deutlich unterschieden. Teilweise werden Modifikationen an den RNAs, 
wie Intron-Splicing, Polyadenylierung oder RNA-Editing durchgeführt, wie sie für 
Eukaryota typisch sind. Andere Prozesse oder beteiligte Proteine lassen sich keinem 
der beiden Reiche eindeutig zuordnen. So besteht die mitochondriale RNA-
Polymerase in nahezu allen untersuchten Fällen weder aus vier Untereinheiten, wie 
für Prokaryota typisch ist, noch aus zwölf Untereinheiten wie bei den Eukaryota. Sie 
besteht lediglich aus einer Untereinheit wie bei T3/T7-Phagen, wobei ihr 
evolutionärer Ursprung bezüglich der Verwendung in den Mitochondrien ungeklärt ist 
(Lang et al., 1997). Im Folgenden soll die Organisation der mitochondrialen Genome, 
die mitochondriale Transkription und der RNA-Metabolismus von Pflanzen, Säugern 
und Hefen am Fall von S. cerevisiae, gegenübergestellt und verglichen werden.  
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Pflanzen 
Die hohe Anzahl der Gene in der mitochondrialen DNA in höheren Pfalnzen, in 
Arabidopsis thaliana (A. thaliana) sind es 57, aber auch die sehr lockere Organisation 
mit langen nicht-kodierenden Bereichen zwischen den Genen, 2-60 kb in A. thaliana, 
führen dazu, dass eine Reihe von Promotoren benötigt werden, um eine geordnete 
Transkription zu ermöglichen (Unseld et al., 1997; Dombrowski et al., 1998). Als 
Konsensusmotive für die Promotoren von Monokotyledonen wurde eine Sequenz 
von vier Nukleodiden identifiziert, während bei Dikotyledonen ein Nonanukleotidmotiv 
als Erkennungssequenz fungiert. Diese Sequenzen alleine sind aber nicht 
ausreichend, um in vitro eine maximale Transkriptionsinitiation zu erreichen 
(Dombrowski et al., 1998, 1999). Bei A. thaliana sind zwei phagen-artige RNA-
Polymerasen für die mitochondriale Transkription verantwortlich. Eine, die 
ausschließlich in den Mitochondrien lokalisiert ist und eine, die sowohl in den 
Mitochondrien als auch in den Plastiden vorkommt (Hedtke et al., 2000). Wie auch in 
anderen Organismen bedarf es für die Transkriptionsinitiation neben diesen 
Polymerasen zusätzlicher Sigma-artiger Faktoren. Während die Faktoren in Hefen 
und Säugetieren als mtTFA und mtTFB identifiziert wurden (McCulloch et al., 2002), 
gestaltet sich die Identifikation bei Pflanzen schwieriger, da vermutet wird, dass 
mehrere locker assoziierte Proteine an der Promotorerkennung beteiligt sind (Binder 
und Brennike, 2003). Durch die Suche nach Proteinen, die an der 
Konsensussequenz des Promotors binden, konnte im Weizen ein Protein identifiziert 
werden, das in vitro die Transkription bestimmter Gene fördert, so dass vermutet 
wird, dass in Pflanzen eine ähnlicher Zusammenhang besteht wie in Hefen und 
Säugern (Ikeda und Gray,1999). Die tRNAs werden, wie in anderen Organismen 
auch, durch die RNAasen P und Z 5´- und 3´- endonukleolytisch aus der Vorläufer-
RNA ausgeschnitten. Gleiches gilt für die rRNAs, wobei ungekärt ist, ob auch hier 
sequenzspezifische Endonukleasen verantwortlich sind, oder ob es einer 
Kombination von Exo- und Endonukleasen bedarf. Ähnlichkeiten der Sequenz im 
Bereich des 5´-Endes der 26S rRNA und des 5´-Bereiches mehrerer mRNAs führten 
zu der Vermutung, dass die gleichen Enzyme für die 5´-Prozessierung von rRNA und 
mRNA verantwortlich sind (Binder und Brennike, 2003). In höheren Pflanzen 
existieren Gruppe II Introns in mehreren Genen, während lediglich ein einziger Fall 
bekannt ist, bei dem das mitochondriale Genom ein Gruppe I Intron enthält (Cho et 
al., 1998). Über die an der Intron-Prozessierung beteiligten Enzyme liegen kaum 
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gesicherte Erkenntnisse vor. Für den Spleißprozess in einer Reihe von Transkripten 
des Atmungskomplexes I ist bekannt, dass Faktoren benötigt werden, die den 
mRNA-Vorläufer 5´-und 3´- des Introns in Position halten, um einen korrekten 
Spleißprozess zu gewährleisten (Bonen und Vogel, 2001). Bei Tabak (Nicotiana 
sylvestris) wurde eine Mutante isoliert, bei der mitochondriale Vorläufer-RNAs 
teilweise Spleißdefekte aufwiesen und das mutierte Gen NMS1 vermutlich mit dem 
Spleißprozess in Verbindung steht (Brangeon et al., 2000). Durch 
Elektroporationsexperimente konnten eine Reihe von Sequenzen identifiziert werden, 
die für den Spleißprozess essentiell sind und in weiteren Versuchen als Zielsequenz 
für beteiligte Faktoren dienen können (Farre und Araya, 2002). RNA-Editing ist in 
pflanzlichen Mitochondrien weit verbreitet. Alleine in A. thaliana sind über 400 
Positionen in der kodierenden Sequenz bekannt, an denen die RNA verändert wird 
(Giege und Brennicke, 1999). Hierbei kommt es zu einer Umwandlung von C zu U. 
Der umgekehrte Prozess, U zu C ist sowohl bei A. thaliana als auch den meisten 
anderen höheren Pflanzen unbekannt, kommt aber häufig bei Farnen und Moosen 
vor (Malek et al., 1996). Von den 3´-Enden der mitochondrialen mRNAs ist bekannt, 
dass sie im untranslatierten Bereich Sequenzen aufweisen, die vermutlich in der 
Lage sind, Haarnadelstrukturen auszubilden. Es konnte in Mitochondrien-Lysaten 
gezeigt werden, dass die 3´-Enden mitochondrialer Transkripte genau bis zu diesen 
Strukturen exonukleolytisch abgebaut werden (Kuhn et al., 2001). In A. thaliana 
wurde ein Ortholog der mitochondrialen lokalisierten Helikase SUV3 von S. 
cerevisiae identifiziert, die in vitro ATP spalten kann und durch mitochondriale RNA 
stimuliert wird (Gagliardi et al., 1999). Zwei RNasen sind an der 3´-Prozessierung der 
Transkripte beteiligt. Eine Polynukleotid Phosphorylase (AtmtPNPase) beseitigt 
Überhänge, die bis zu mehreren tausend Basenpaaren lang sein können. Eine 
weitere RNase mit hoher Ähnlichkeit zu RNaseII in E. coli (AtmtRNaseII) baut kurze 
Überhänge ab und bildet so die reifen 3´-Enden (Perin et al., 2004). Zusätzlich 
kommt es in den Mitochondrien von Pflanzen zur Polyadenylierung der Transkripte. 
Im Gegensatz zum Zellkern führt dies in den Mitochondrien zu einer Destabilisierung 
der Transkripte (Kuhn et al., 2001). Da die Transkription in den Mitochondrien von A. 
thaliana nicht bzw. nur wenig reguliert ist, dienen die Polyadenylierung und die 
degradierende Funktion der AtmtPNPase zur Einstellung der steady state levels 
mitochondrialer Transkripte (Holec et al., 2006)  
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Säuger 
Die Struktur, die enthaltenen Gene und die Organisation der mitochondrialen DNA 
sind bei Säugetieren so stark konserviert, dass die mtDNA des Menschen als Modell 
angesehen werden kann (Fernández-Silva und José, 2003). Das Genom kodiert für 
37 Gene, die beiden ribosomalen Untereinheiten, 22 tRNAs und die 13 Proteine für 
Untereinheiten der vier Komplexe der Atmungskette. Die beiden Stränge 
unterscheiden sich bezüglich ihres G+T Gehaltes, lassen sich gravimetrisch trennen 
und werden deshalb als L- (light/leicht) und H- (heavy/schwer)-Strang bezeichnet. 
Gene befinden sich auf beiden Strängen der DNA. Das Verteilungsmuster von 
mtDNA in Säugertieren wird durch ihre Organisation in Nucleoiden erklärt (Holt et al., 
2007). Ein Hauptcharakteristikum der mtDNA bei Säugetieren ist die hoch kompakte 
Organisation. Alle Gene grenzen direkt aneinander oder sind nur durch wenige 
Basenpaare getrennt und enthalten keine Introns (Attardi und Schatz, 1988). In 
mehreren Fällen ist ein Teil des Stop-Codons nicht in der mtDNA kodiert, sondern 
entsteht erst durch die Polyadenylierung der Transkripte (Ojala et al., 1981). Der L-
Strang besitzt einen Promotor, während der D-Strang über zwei Promotoren verfügt, 
von denen aus zwei überlappende Transkripte gebildet werden (Attardi und Schatz, 
1988). Alle mRNAs beginnen direkt mit dem Start-Codon oder haben ein sehr kurzes 
(1-3 nt) untranslatiertes 5´-Ende und einen ungefähr 55 nt langen PolyA-Schwanz, 
der direkt nach dem Stop-Codon beginnt oder in manchen Fällen auch das Stop-
Codon komplementiert (Ojala et al., 1981). Andere Merkmale wie 3´und 5´- UTRs 
fehlen ebenso wie eine 5´-Cap-Struktur oder ein Polyadenylierungssignal (Montoya 
et al., 1981). Für die Transkriptions-Initiation werden neben der aus einer 
Untereinheit bestehenden RNA-Polymerase noch weitere Transkriptionsfaktoren 
benötigt. Ein Faktor ist das HMG-Protein mtTFA. Es wird angenommen, dass mtTFA 
eine zentale Rolle bei der Regulation der Transkription und der Koordination bei der 
Expression von Kerngenen zukommt (Fernández-Silva und José, 2003). Abhängig 
davon, ob die Transkription des schweren oder des leichten Stranges initiiert werden 
soll, bedarf es zusätzlich noch der Faktoren h-mtTFB1 oder h-mtTFB2. Lange war 
nur der Faktor mtTFA bekannt und es wurde spekuliert, ob die mitochondriale 
Transkription in Hefen und Säugern deutliche Unterschiede aufweist, weil kein 
Ortholog zum Transkriptionfaktor mtTFB (MTF1) von S. cerevisiae (Xu und Clayton, 
1992) gefunden werden konnte. Erst als ein putatives Ortholog von mtTFB aus 
Schizosaccharomyces pombe als Modell für die Datenbanksuche herangezogen 
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wurde, konnten die Orthologen in Säugern identifiziert werden (Falkenberg et al., 
2002; McCulloch et al., 2002). Der Faktor mTERF sorgt für die Terminierung der 
mitochondrialen Transkription (Fernández-Silva et al., 1997). Aus den gebildeten 
polycistronischen Transkripten werden die tRNAs durch endonukleolytische Schnitte 
auf der 3´- und der 5´-Seite freigesetzt. Aufgrund der kompakten Struktur der DNA 
entstehen bei diesem, tRNA punctuation genannten Prozess, direkt die rRNAs und 
mRNAs, die zusätzlich einen PolyA-Schwanz erhalten (Ojala et al., 1981; Montoya et 
al., 1983). Möglicherweise laufen einige oder alle Prozessierungs- und 
Reifungschritte in einem gemeinsamen Komplex parallel zur Transkripition ab, wie es 
auch für die RNA Pol II im Zellkern vermutet wird (Bentley, 2002). Weitere 
Prozessierungsschritte werden in diesem Fall nicht benötigt, da die Transkripte keine 
5´- oder 3´-UTRs und keine Introns enthalten, die prozessiert werden müssen. Es 
konnte aber gezeigt werden, dass ein Mangel an hSUV3, dem Ortholog der RNA-
Helikasen in A. thaliana und S. cerevisiae, zu einer Akkumulation von RNAs mit 
verkürzten PolyA-Schwänzen führt (Khidr et al., 2008). Die Feststellung, dass hSUV3 
zusammen mit der Polynukleotid Phosphorylase (PNPase) einen Komplex bilden, der 
RNA in 3´5´-Richtung abbaut, deuten darauf hin, dass dieser Komplex in den 
Mitochondrien von Säugern für die allgemeine Degradation von RNA verantwortlich 
ist (Wang et al., 2009). 
 
Saccharomyces cerevisiae 
Die mitochondriale DNA von S. cerevisiae beinhaltet, wie auch bei Pflanzen, eine 
Reihe von ausgedehnten nicht kodierenden Bereichen. Zusätzlich sind Gruppe I und 
II Introns vorhanden, die ebenfalls zu einer Vergrößerung der mtDNA führen. Die 
Transkription erfolgt an 19 Promotoren, die eine Sequenz aus neun konservierten 
Nukleotiden beinhalten (Foury et al., 1998). Die Transkription der mitochondrialen 
DNA in S. cerevisiae wird durch ein Holoenzym, bestehend aus Rpo41p und Mtf1p 
gewährleistet (Jang und Jaening, 1991). Dieser Komplex bindet unspezifisch an die 
mitochondriale DNA und gleitet an dieser entlang, bis er auf eine Promotorregion 
stößt. An dieser bildet sich durch Konformationsänderungen der Prä-
Initationskomplex. Nach Beginn der Transkription löst sich Mtf1p ab und die 
Transkription wird fortgesetzt. (Shadel und Clayton, 1993; Cliften et al., 1997). 
Punktmutationen in RPO41, welche zu Störung der mitochondrialen Transkription 
führen, können durch eine Überexpression von MTF1 komplementiert werden. 
                                                                                                                          Einleitung 
 
12 
(Riemen und Michaelis, 1993). Durch Untersuchungen unter reprimirenden und 
dereprimierenden Bedingungen konnte gezeigt werden, dass nicht allein die 
Expression von RPO41 und MTF1 für die Stärke der mitochondrialen Transkription 
verantwortlich ist, sondern weitere kernkodierte Kontrollfaktoren müssen beteiligt sein 
(Ulery et al., 1992). Rogowska et al. (2006) konnten nachweisen, dass für die 
Fähigkeit, Kohlenstoffquellen oxidativ nutzen zu können, ein ausgeglichenes 
Verhältnis zwischen mitochondrialer Transkription und Degradation notwendig ist. 
Defekte der RNA-Prozessierung, die zu Atmungsdefekten führten, können durch 
Mutationen in RPO1 und MTF1 komplementiert werden. Aufgrund dieser 
Erkenntnisse zählten die Homologen von RPO41 und MTF1 in S. pombe zu den 
Genen, deren Expression im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollten. Ein 
zentraler Schritt der Prozessierung mitochondrialer Transkripte ist auch in diesem 
Fall die Abtrennung der tRNAs (RNA punctuation), durch die die polycistronischen 
Vorläufer-RNAs in einzelne Transkripte zerlegt werden. Dieser Prozessierungsschritt, 
kommt nicht nur in S. cerevisiae und Säugern vor, sondern wurde auch in anderen 
Pilzen und Algen nachgewiesen (Schäfer, 2005). Am Intron-Splicing ist unter 
anderem die mitochondrial lokalisierte RNA-abhängige Helikase Mss116p beteiligt. 
Mss116p löst stabile aber inaktive RNA Strukturen auf, stabilisiert als RNA-Chaperon 
aktive RNA-Strukturen und ermöglicht es so, Intron-kodierten Maturasen in vivo 
Intron-RNAs aus den Vorläufertranskripten zu entfernen. Weiterhin ist Mss116p für 
die Translation bestimmter RNAs notwendig, so dass die Disruption von MSS116 bei 
erniedrigten Temperaturen zu einem Atmungsdefekt führt (Huang et al., 2005). Mohr 
et al. (2007) konnten zeigen, dass Mss116p einen zentralen stark konservierten 
Bereich besitzt, der für die ATP-abhängige Helikase Funktion verantwortlich ist, 
sowie C- und N-terminale Domänen. Deletionen und Mutationen im α–helikalen 
Bereich des C-Terminus senken die RNA-abhängige ATPase-Funktion und 
unterbinden so sowohl das Spleißen von Gruppe I und Gruppe II Introns als auch die 
Translationsaktivierung. Für die Entwindung kurzer (6-11 bp) RNA-Abschnitte, die für 
RNA-Duplex-Strukturen typisch sind, benötigt Mss116p lediglich ein ATP. Es wird 
angenommen, dass ATP auch ohne Hydolyse zu einer Konfomationsänderung der 
DEAD-box Helikase beiträgt, so dass diese lokale Veränderungen der RNA Struktur 
induzieren kann, ohne sich von ihr zu lösen oder übergeordnete Strukturen zu 
zerstören (Chen et al., 2008). Lediglich für den schnellen Ablösungsprozess von der 
RNA bedarf es der Hydrolyse des ATP-Moleküls (del Campo et al., 2009). Durch die 
Einleitung 
 
13 
Überexpression von MSS116 können in S. cerevisiae Defekte, die durch die 
Disruption von SUV3, einer weiteren Helikase, auf die später genauer eingegangen 
wird, teilweise ausgeglichen werden. Prozessierungsdefekte werden reduziert und 
die Atmungskompetenz wird teilweise wiederhergestellt. Außergewöhnlich in diesem 
Fall ist, dass die Funktion einer Helikase der DExh-box (Ski2p-) Familie, SUV3, durch 
eine Helikase der DEAD-box Familie, MSS116, substituiert wird (Minczuk et al., 
2002). 
In den Mitochondrien von S. cerevisieae erfolgt die Degradation der mRNAs und die 
Generierung der 3´-Enden der mRNAs durch das mitochondriale Degradosom 
(mtEXO). Der Proteinkomplex besteht aus der RNAse Dss1p und der RNA-Helikase 
Suv3p. An den 3’-Enden der Transkripte befindet sich ein Dodecamer Motiv, an das 
sich ein bisher nicht näher charakterisiertes Protein, das sogenannte Dodecamer-
Bindeprotein, anlagert und den weiteren Abbau der mRNAs durch mtEXO 
unterbindet (Schäfer, 2005). Der 160 kDa große Proteinkomplex zeigt eine NTP-
abhängige 3´5´-Exoribonukleaseaktivität (Dziembowski et al., 1998). Mutanten, 
denen entweder die RNA-Helikase oder die RNAse fehlen, sind nicht mehr 
atmungskompetent und es kommt zu einer Akkumulation von Transkripten mit 
unprozessierten 3´- und 5´-Enden. Auch Stämme mit intronloser mitochondrialer 
DNA sind atmungsdefizient, so dass Splicedefekte als Ursache ausgeschlossen 
werden können. DSS1 wurde als ein Suppressor der Disruption von SUV3 
identifiziert. Dieses 111 kDA große Protein weist Ähnlichkeiten mit der RNAse II von 
E. coli auf und ist essentiell für die Biogenese der Mitochondrien (Dmochowska et al., 
1995). Seine Disruption führt in vitro zum Ausfall der 3´ 5´- Exoribonuklease 
Funktion und einer Blockierung der Translation.  
In diesem Zusammenhang wurde PET127 als ein weiteres Gen entdeckt, dessen 
Überexpression die durch Disruption von DSS1 auftretenden Defekte komplementiert 
(Wegierski et al., 1998). Orthologe der Helikase SUV3 konnten in allen Eukaryota 
von Excavates wie Trypanosoma brucei bis hin zu Homo sapiens, aber auch in 
Rhodobacter sphaeroides nachgewiesen werden. (Dmochowska et al., 1999; Minczk 
et al., 2005; Khidr et al., 2008; Mattiacio und Read, 2009). Die Disruption von SUV3 
in S. cerevisiae führt, wie auch die Disruption von DSS1, in vitro zu einem Verlust der 
3´5´-Exorubonuklease-Funktion. In vivo kommt es zu einer Akkumulation von 
Transkripten mit fehlerhafter 3´- und 5´- Prozessierung, aber auch von gesplicten 
Introns. Weiterhin ist die Translation blockiert, nicht fermentierbare 
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Kohlenstoffquellen können nicht mehr genutzt werden und die Rho0 Bildung der 
Zellen ist erhöht. (Dziembowski et al., 2003; Minczuk et al., 2002). Eine Reihe von 
Genen kann einen Einfluss auf die festgestellten Defekte haben. Dmochowska et al. 
(1995) konnten zeigen, dass die Überexpression der RNase DSS1 die Effekte der 
Disruption von SUV3 komplementieren kann. Die Überexpression von PET127, eines 
putativen RNA-Kontrollfaktors unterbindet die Akkumulation von unprozessierten 
Transkripten und stellt die Atmungsfähigkeit wieder her (Wegierski et al., 1998.) Auch 
die Überexpression der ebenfalls mitochondrial lokalisierten Helikase MSS116 
reduziert die Akkumulation fehlerhafter Transkripte und ist in der Lage, die Fähigkeit, 
nichtfermentierbare Kohlenstoffquellen zu verwerten, teilweise wiederherzustellen 
(Minczuk et al., 2002). Rogowska et al. (2006) konnten zeigen, dass 
Punktmutationen in den beiden Untereinheiten der mitochondrialen RNA-Polymerase 
(RPO41 und MTF1), die zu einer verminderten Transkription führten, die 
Akkumulation von falsch prozessierten Transkripten reduzieren und die 
Atmungsfähigkeit teilweise wiederherstellen. Dies demonstriert die Bedeutung des 
Gleichgewichts zwischen Transkription und RNA-Degradation in den Mitochondrien. 
Eine Reihe von Genen hat zwar keinen Einfluss auf die Transkription und die 
Prozessierung der Transkripte, können aber die steady state level einzelner 
Transkripte oder, wie im Fall von mtEXO, von vielen Transkripten beeinflussen. Eine 
Reihe zusätzlicher kernkodierter Translationsaktivatoren sind für die Expression 
mitochondrialer Gene essentiell. Zum Beispiel wird Pet309p für die Translation der 
cox1-mRNA benötigt, Mutationen von PET309 beeinflussen aber auch die steady 
state level der Transkripte (Manthey und McEwans, 1995). Dieses Protein ist mit der 
Innenseite der inneren Mitochondrienmembran assoziiert und kann so die Prozesse 
der Transkription und der Translation der Cytochrom C-Oxidase Untereinheiten 
koordinieren (Naithani et al. 2002; Shadel, 2004). Andere Proteine, wie zum Beispiel 
Rpm2p, ein Protein des mitochondrialen RNase P-Komplexes, werden für die 
Translation einer Reihe von mRNAs wie cox1, cox2 und cox3 benötigt und 
beeinflussen auch die mitochondrialen Transkriptmengen (Stribinskis et al., 2001). 
Teilweise werden auch bestimmte Transkripte durch Proteine stabilisiert wie im Fall 
der cob-mRNA und Cbp1p (Chen et al., 1994). Durch Mutation und Deletionen im 5´-
UTL kann es zu einer Destabilisierung und einer deutlichen Abnahme der 
Transkriptmengen kommen, da die betroffenen mRNAs entweder nicht mehr mit 
ihren Translations-Aktivatoren oder stabilisierenden Proteinen interagieren können. 
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Dieser Effekt wurde bei Veränderungen des 5´-UTL in S. cerevisiae nachgewiesen. 
Die Mutationen oder Disruptionen des Gens PET127 führen zu einer starken 
Steigerung der Mengen an mutierten mRNAs (Wiesenberger et al., 1997). Wird 
PET127 in Stämmen disruptiert, deren mitochondriale DNA nicht verändert ist, 
beeinflusst dies die Häufigkeit verschiedener Transkripte auf unterschiedliche Weise. 
Während sich die Mengen von COX1-mRNA und 21S rRNA nicht verändern, kommt 
es für COX3-mRNA zu einem leichten Anstieg und COX2- und ATP9-mRNAs werden 
reduziert. Bei erhöhter Temperatur zeigt diese Mutante ein reduziertes Wachstum auf 
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen. In der Disruptante kommt es zu 
Akkumulation von Vorläufer-Transkripten, die Prozessierungsdefekte im 5´-UTL 
aufweisen. Im Fall von cob wird überhaupt kein reifes Transkript mehr gebildet, was 
die Translatierbarkeit der COB-mRNA allerdings nicht beeinflusst, da das Wachstum 
mit Glycerin als Kohlenstoffquelle bei 30°C nicht b eeinträchtigt ist. Die 
Überexpression von PET127 führt bei erhöhter Temperatur zum Verlust der 
mitochondrialen DNA und damit einhergehend zum Verlust der Atmungsfähigkeit 
(Wiesenberger et al., 1997). In S. cerevisiae Stämmen, die die Respirationsfähigkeit 
durch Disruption einer der Komponente die mitochondrialen Degradosoms (mtEXO)  
-DSS1 oder SUV3- verloren hatten, führt die Überexpression von PET127 bei 30°C 
dazu, dass sie ihre Atmungskompetenz wiedererlangten (Wegierski et al., 1998). 
Durch die Untersuchung des Orthologs von PET127 in S. pombe sollte überprüft 
werden, ob die phänotypischen und molekularen Effekte, die in S. cerevisiae 
beobachtet wurden, auch in diesem Organismus auftraten. Von besonderem 
Interesse war in diesem Zusammenhang die Untersuchung der Überexpressions-
mutante, da S. pombe als petite-negativer Organismus besser vor dem Verlust der 
mitochondrialen DNA geschützt ist und deshalb die Untersuchung des Einflusses 
dieses Gens auf das mitochondriale Transkriptom erst möglich würde. Weiterhin 
beruht die 5´-Prozessierung der mitochondrialen Vorläufer-RNAs in S. pombe 
lediglich auf der tRNA-punctuation, so dass überprüft werden sollte, ob überhaupt 
Prozessierungsdefekte beobachtet werden könnten.  
Ein weiterer Faktor, der die steady state level mehrerer Transkripte beeinflusst, ist 
SLS1, ein integrales Membranprotein der Mitochondrien in S. cerevisae, dessen 
Disruption zum Verlust der Atmungsfähigkeit führt. Trotz dieses Befundes scheint es 
nicht an der DNA-Replikation, der Transkription, dem Intron-Splicing oder der RNA 
Stabilisierung beteiligt zu sein (Rouillard et al., 1996). Eine Punktmutation in der 
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Polymerase RPO41 (rpo41-R129D), die zu einem verlangsamten Wachstum auf 
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen führte, konnte durch die Überexpression 
von SLS1 ausgeglichen werden. Auch die Effekte der Disruption von NAM1, einem 
Gen, das an der mitochondrialen RNA-Prozessierung und Translation beteiligt ist, 
kann durch SLS1 Überexpression komplementiert werden (Bryan et al., 2002). Wie 
bei NAM1 führt auch die Disruption von SLS1 zu einer starken Verminderung der 
Transkriptmengen der intronhaltigen Gene COX1 und COB (Rodeheffer et al., 2001). 
Die Lokalisierung von Sls1p und Nam1p in vivo lassen den Schluss zu, dass für eine 
effiziente Expression mitochondrial kodierter Proteine eine Reihe von Interaktionen 
nötig sind, um Transkription und Translation koordiniert ablaufen zu lassen. SLS1 
wird hierbei eine mittelbare Funktion bei der Koordination von Transkription und 
Translation zugewiesen (Rodeheffer und Shadel, 2003). Die Untersuchung der 
Orthologs von SLS1 in S. pombe war für diese Arbeit von besonderem Interesse, da 
zu prüfen war, ob die beschriebenen Effekte in S. pombe auch beobachtet werden 
könnten. Weiterhin stand ein Stamm zur Verfügung, der keine Introns in der 
mitochondrialen DNA aufwies. So konnte ermittelt werden, inwieweit Defekte beim 
Intron-Splicing für die reduzierten Transkriptmengen von cox1 und cob verantwortlich 
waren. 
 
1.4 Schizosaccharomyces pombe als Modellorganismus zur 
Untersuchung der mitochondrialen Transkription 
Die Untersuchung der mitochondrialen Transkription ist, wie der letzte Abschnitt 
gezeigt hat, besonders bei S. cerevisiae weit fortgeschritten und dient bei der 
Untersuchung anderer Organismen als Grundlage. Die Größe und Organisation der 
mitochondrialen DNA in S. cerevisiae unterscheidet sich aber deutlich von der beim 
Menschen. Während die mitochondriale DNA des Menschen keine Introns und 
größeren nichtkodierenden Bereiche aufweist, sind diese bei S. cerevisiae in großer 
Zahl vorhanden (Fernández-Silva und José, 2003; Foury et al., 1998). Bei der 
Prozessierung der Transkript-Vorläufer im menschlichen Mitochondrium entstehen 
die reifen Transkripte alleine durch tRNA-punctuation und Polyadenylierung, in S. 
cerevisiae kommt es neben der Entfernung der tRNAs zu umfangreichen 
Modifikationen der 5´- und des 3´-Enden (Schäfer, 2005). Deshalb sind der 
Modellfunktion für die menschliche mitochondriale Transkription enge Grenzen 
gesetzt. Beispielsweise bei der Aufklärung von Mechanismen der 
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Mitochondriopathien, bei der nachweislich Transkriptionsfaktoren beteiligt sein 
können (Shadel, 2004), ist S. cerevisiae nicht als Modell geeignet. Die menschlichen 
Transkriptionsfaktoren mtTFB1 und mtTFB2 konnten anhand von 
Sequenzvergleichen mit dem Transkriptionsfaktor in S. cerevisiae nicht identifiziert 
werden. Erst eine vergleichende Suche mit dem Transkriptionsfaktor von S. pombe 
führt zu Entdeckung von mtTFB1 und mtTFB2 (Falkenberg et al., 2002; McCulloch et 
al., 2002). Aufgrund der höheren Ähnlichkeit ist es vorteilhaft, S. pombe als 
Modellorganismus zu verwenden, um die molekularen Mechanismen dieser 
Erkrankung zu untersuchen. Auch wenn man Organisation und Größe, sowie 
Transkription und Prozessierung betrachtet, weist S. pombe wesentlich mehr 
Ähnlichkeiten mit dem Menschen auf, als S. cerevisiae dies tut. Bei S. pombe liegt 
die Größe des Genoms je nach Anzahl der Introns zwischen 17,6 und 24,6 kB 
(Zimmer et al., 1987; Schäfer et al., 1998). 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Struktur der mtDNA von Schizosaccharomyces pombe 972h-.  
Die Gene rnl and rns codieren für die RNA in der großen und kleinen Ribosomalen-Untereinheit. 
Graue Punkte symbolisieren die 25 tRNAs; cox1, cox2 und cox3 codieren für Untereinheiten der 
Cytochromoxidase. Cox1 enthält zwei Gruppe I Introns cob-codierend für die Apocytochrom-C-
Oxidase enthält ein Gruppe II Intron. Introns sind als graue Balken dargestellt. Die Gene atp6, atp8 
und atp9 (Untereinheiten der mitochondrialen ATPase). Das Gen rps3 codiert für ein Protein der 
kleinen ribosomalen Untereinheit. RnpB ribonukleärer Anteil der mtRNAsP. Die Lage der Promotoren 
Pma, und Pmi ist innerhalb des Kreises dargestellt. (Abbildung nach Schäfer et al., 2005) 
 
Die Abbildung 1 zeigt die Genkarte des mitochondrialen Genoms des 
Schizosaccharomyces pombe Stammes 972h-. Sie hat eine Größe von ca. 19,4 kb 
und kodiert für insgesamt 36 Gene. Es wurden 4 Sequenzen identifiziert, die der 
Transkriptions-Initiation dienen könnten. Aber lediglich an dem Hauptpromotoren Pma 
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(5´-ATATATGTA-3´) und dem Nebenpromotor Pmi (5´-TTATATGTG-3´) konnte 
signifikante mitochondriale Transkription nachgewiesen werden. Es werden zwei 
polycistronische Transkripte gebildet, welche weiter prozessiert werden (Schäfer et 
al., 2005). Nicht nur die Sequenz der mitochondrialen Promotoren von S. pombe und 
S. cerevisiae weist große Ähnlichkeit auf. Auch die Positionen +2 und +3, die für die 
Transkriptionsrate in S. cerevisiae entscheidend sind (Biwas und Getz, 1986; Biwas 
1991), sind für die Hauptpromotor Pma in S. pombe konserviert. Was die Anzahl und 
Lokalisierung der Promotoren angeht, unterscheiden sich S. pombe und S. 
cerevisiae deutlich. Während S. pombe, wie bereits erwähnt, nur über zwei aktive 
Promotoren verfügt, besitzt S. cerevisiae 19 Promotoren, welche die Transkription 
des 76 kb großen mitochondrialen Genoms ermöglichen (Tracy und Stern, 1995).   
Die Arbeit von Schäfer et al. (2005) zeigte, wie die Transkription und Transkript-
Prozessierung in den Mitochondrien von S. pombe verläuft. Nachdem die Vorläufer-
Transkripte ausgehend von den Promotoren Pma und Pmi (siehe Abb. 1) gebildet 
wurden, beginnt ihre Prozessierung. Der Großteil der mitochondrialen Gene (rns, 
rps3, cox1, cox2, cob, atp6, atp8 und atp9) sind bei S. pombe von tRNAs flankiert. 
Diese werden vermutlich durch die RNase P und dem Homolog von RNaseZ 
endonukleolytisch gespalten. Es entstehen die rRNAs, die tRNAs und die Vorläufer 
der mRNAs. Die 5´-Enden werden in den meisten Fällen durch diesen tRNA-
punctuation genannten Prozess gebildet (Schäfer et al., 2005). Lediglich die 5´-
Enden von rnl und cox3 entstehen durch den Transkriptionsstart an den ihnen 
vorgelagerten Promotoren Pma und Pmi. Aus diesem Prozess resultieren die 5´-UTLs 
der reifen Transkripte, die eine Länge zwischen 81 und 220 Nukleotiden aufweisen. 
Während die 5´-Enden alleine durch Transkriptionsstart oder tRNA-Prozessierung 
entstehen, kommt es am 3´-Ende der Transkripte, mit zwei Ausnahmen, zum Abbau 
von RNA. Die Transkripte weisen eine Cytosin-reiche Sequenz auf, das so genannte 
C-Core Motiv. Dieses besteht aus einer mindestens 4fachen Wiederholung des 
Cytosinnukleotids und ist nicht mehr als 20 bp vom 3´-Endes des ORFs entfernt. Der 
Abbau des 3´-UTR der mitochondrialen Transkripte endet zwei Nukleotide hinter 
diesem. Ausnahmen sind hier rnl, dessen 3´-Ende durch einen unbekannten 
Mechanismus gebildet wird und rnpB, dessen Transkript sowohl am 5´-Ende als auch 
am 3´-Ende von tRNAs flankiert wird (Schäfer, 2005; Schäfer et al., 2005). Das C-
Core Motiv ist vergleichbar mit dem Dodecamer-Motiv (AAUAAUAUUCUU) in S. 
cerevisiae, das sich ebenfalls im 3´-UTR der Transkripte mit mitochondrialer 
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Lokalisierung befindet. An dieses Sequenzmotiv bindet das Dodecamerbindeprotein 
(DBP) und schützt die RNA vor weiterem Abbau (Li und Zassenhaus, 2000) Neben 
der höheren Ähnlichkeit bezüglich der Größe, Prozessierung und beteiligter Proteine 
weist S. pombe einen weiteren wichtigen Vorteil bei der Untersuchung der 
mitochondrialen Transkription auf. Um die Funktion der an der Transkription 
beteiligten Genen genauer zu charakterisieren zu können, ist es von Vorteil, sie zu 
disruptieren oder zu überexprimieren. Eine derartige Vorgehensweise führt in S. 
cerevisiae oft zum Verlust der mitochondrialen DNA -man spricht vom petite-
positiven Phänotyp- so dass eine Untersuchung der Transkription nicht mehr möglich 
ist (Wiesenberger et al. 1997; Schmidt et al., 2002; Contamine und Picard, 2000). 
Der Wildtypstamm von S. pombe hingegen gehört zu den petite-negativen 
Organismen, bei denen ein Verlust der mtDNA letal wirkt (Haffter und Fox, 1992). 
Aus diesem Grund können viele Gene, deren Untersuchung in S. cerevisiae nicht 
oder nur unzureichend möglich ist, in S. pombe genauer analysiert werden. 
Zusätzlich wurden bei S. pombe Stämme generiert, die durch Mutationen im 
Kerngenom den Verlust der mitochondrialen DNA tolerieren können (Haffter und Fox, 
1992). Auf diese Weise kann sowohl untersucht werden, wie sich Überexpression 
und Disruption untersuchter Gene auf das Transkriptom auswirkten- im Wildtyp-, als 
auch festgestellt werden, ob durch diese Veränderungen der Verlust von 
mitochondrialer DNA begünstigt wird- in der Mutante.     
 
1.5 Aufgabenstellung 
In der vorgelegten Arbeit sollten Gene des mitochondrialen Systems zur 
Transkription in S. pombe als Modellorganismus identifiziert und charakterisiert 
werden. Ziel des ersten Arbeitsabschnitts waren Untersuchungen zur Regulation der 
mitochondrialen Transkription. Hierzu wurden die steady state level der 
mitochondrialen Transkripte unter verschiedenen Wachstumsbedingungen bezüglich 
Kohlenstoffquellen und Temperaturen quantitativ untersucht. Im weiteren Verlauf 
wurden Kerngene identifiziert, die an diesen Regulationsvorgängen beteiligt sind. 
Durch eine Kombination verschiedener Disruptionen und Überexpressionen sollten 
Modelle entwickelt werden, die zeigen, auf welche Weise die Gene 
zusammenwirken.
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2 Material und Methoden 
2.1 Material  
2.1.1 Verwendete Stämme und Plasmide 
Tabelle 1: verwendete Stämme 
Stamm Genotyp Referenz 
E. coli DH5α F´ endA1, hsdR17, (rk-mk+), supE44, thi-1, 
recA1, gyrA, (Nalr), relA1,  
∆ (lacZYA-argF) U169, (Ψ80lacZ∆M15) 
Hanahan 1983 
S. pombe 972 h- Leupold 1970 
S. pombe 
130 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18 K. Gould 
S. pombe 130 
∆pet127 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
pet127∆::KanMX4 
 
S. pombe 130 
∆rpm1 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
rpm1∆::KanMX4 
 
S. pombe 130 
∆rpm2 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
rpm2∆::leu1 
 
S. pombe 130 
∆rpm1 rpm2 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
rpm1∆::KanMX4, rpm2∆::leu1 
 
S. pombe 130 
∆sls1 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
sls1∆::KanMX4 
 
S. pombe P3 
∆sls1 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18, 
sls1∆::KanMX4 
 
S. pombe 130 
∆sls1 
h-, ade6-M210, his3∆, leu 1-32, ura4-D18  
S. pombe 
6G6 
h-, rho0 Schäfer, et al. 
1994 
 
 
 
 
Material und Methoden 
 
21 
Tabelle 2: verwendete Plasmide 
Ursprungsplasmid Abgleitete Plasmide Resistenz/Prototrophie 
pUC19 
(Yanish-Perron, 
et al., 1985) 
pUC19-Sp-pet127  (pet127 -
PCR-Fragment in pUC19) 
 
Ampicilin-Resistenz 
pRep4 
(Maundrell, 1993) 
pRep4-Sp-pet127 (Sp-pet127 -
PCR-Fragment in pRep4) 
pRep4-rpm1 (rpm1   ORF in 
pRep4) 
pRep4-rpm2 (rpm2 ORF in 
pRep4) 
pRep4-Sp-sls1 (Sp-sls1 ORF in 
pRep4) 
pRep4-Sp-rpo41 (Sp-rpo41 ORF 
in pRep4) 
pRep4-Sp-mss116 (Sp-mss116 
ORF in pRep4) 
Ampicilin-Resistenz 
Ura-Prototrophie 
 
2.1.2 Medien zur Kultivierung von S. pombe 
Tabelle 3: Medien zur Kultivierung von S. pombe 
Medium Komponente Konzentration 
MB                    Glukose                   
                   KH2PO4 
                   Kaliumacetat           
                   MgSO4 * 7 H2O      
                   NaCl                        
                   (NH4)2SO4                
                   CaCl2 * 2 H2O 
                   Mineralsalzlösung         
                   Vitaminlösung      
      5,0      g l-1 
      0,5      g l-1 
      0,36    g l-1 
      0,5      g l-1 
      0,1      g l-1 
      5,0      g l-1 
      0,1      g l-1 
    1,0    ml l-1 
      1,0    ml l-1 
MMJ 
ohne C-Quelle 
                   Glukose                   
                   YNB 
                   KH2PO4 
                   L-Asparagin 
     30,0     g l-1 
       6,7     g l-1 
       5,0     g l-1 
   150     mg l-1 
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Medium Komponente Konzentration 
MMJ 
ohne C-Quelle 
                   Glukose                   
                   YNB 
                   KH2PO4 
                   L-Asparagin 
     30,0     g l-1 
       6,7     g l-1 
       5,0     g l-1 
   150     mg l-1 
MMA  
ohne C-Quelle 
                   KH2PO4 
                   Kaliumacetat           
                   MgSO4 * 7 H2O      
                   NaCl                        
                  (NH4)2SO4                
                   CaCl2 * 2 H2O 
                   Mineralsalzlösung         
                   Vitaminlösung                     
      0,5      g l-1 
      0,36    g l-1 
      0,5      g l-1 
      0,1      g l-1 
      5,0      g l-1 
      0,1      g l-1 
    1,0    ml l-1 
1,0    ml l-1 
YD                    Hefeextrakt                   
                   Glukose                   
     20,0     g l-1 
     30,0     g l-1 
Y-Glu-Gly 
 
                   Hefeextrakt                   
                   Glycerin                  
                   Glukose 
     20,0     g l-1 
     30,0     g l-1 
       0,5     g l-1 
Y-Gly                    Hefeextrakt                   
                   Glycerin                  
     20,0     g l-1 
     30,0     g l-1 
Mineralsalzlösung                     H3BO4                     
                    CuSO4*5 H2O         
                    FeCl3* 6 H2O          
                    MnSO4* H2O         
                    Na2MoO4 * 7 H2O  
                    ZnSO4* 7 H2O         
      0,5   mg l-1 
      0,04 mg l-1 
      0,2   mg l-1 
      0,4   mg l-1 
      0,2   mg l-1 
      0,4   mg l-1 
Supplemente                    Adenin 
                   Histidin 
                    Leucin                      
     50     mg l-1 
   100     mg l-1 
   100     mg l-1 
Vitaminlösung                     Biotin                       
                    Calciumpantothena       
                    Nicotinsäure          
                    meso-Inositol        
      0,01 mg l-1 
   1,0   mg l-1 
    10      mg l-1 
    10      mg l-1 
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2.1.3 Lösungen und Puffer zur Transformation von S. pombe 
Tabelle 4:  Lösungen und Puffer zur Transformation von S. pombe  
Name  Komponente Konzentration 
Carrier-DNA                     Herring-Sperma 
                    TE (10:1)  
   10,0       g l-1 
Lithiumacetat- 
Puffer 
                    Lithiumacetat  
                    Essigsäure  
                    (pH 4,9) 
   65,98     g l-1 
PEG 4000 
40% 
                    PEG 4000 
                    Lithiumacetat 
                    TRIS 
                    EDTA 
                    HCl (pH 7,5) 
  400         g l-1 
   10,2       g l-1 
     6,15     g l-1 
     1,46     g l-1 
0,5 x YE                     Hefeextrakt 
                    Glukose 
      2,5      g l-1 
     15        g l-1 
 
2.1.4 Lösungen und Puffer zur Präparation von mtRNA und gesamtRNA 
Tabelle 5: Lösungen und Puffer zur Präparation von mtRNA und gesamtRNA 
Name  Komponente Konzentration 
10x PBS-Puffer                     Na2HPO4 
                    NaH2PO4 
                              
NaCl 
                    HCl (pH 7,5) 
  103,23    g l-1 
    23,46    g l-1 
    40,32    g l-1 
Protoplastie-
rungspuffer 
                    Sorbitol 
                    EDTA   
                    HCl (pH 6,5)       
  136,5      g l-1 
      1,87    g l-1 
 
Sorbitol-Phosphat- 
Puffer 
                    Sorbitol 
                    EDTA   
                    NaH2PO4 
                    NaOH (pH 7,5)          
   136,5     g l-1 
       1,87   g l-1 
      11,9    g l-1 
TE 1:10                     TRIS 
                    EDTA 
       1,24   g l-1 
           0,29    g l-1 
 
                                                                                                  Material und Methoden 
 
24 
2.1.5 Lösungen und Puffer für die Northern-Hybridisierung 
Tabelle 6: Lösungen und Puffer für die Northern-Hybridisierung 
Name Komponente Konzentration 
20xRNA-LP                     TRIS 
                    NaH2PO4 
                    EDTA 
                    HCl (pH 7,0) 
   153,6     g l-1 
   159,0     g l-1 
     23,84   g l-1 
EB-Färbelösung                     EB-Stammlösung  
                    1% (w/v) 
                    RNA-LP 
        30  µl  
      
  auf 250 ml 
20x SSC-Lösung                     NaCl 
                    Na3-Citrat 
                    Zitronensäure  
                    (pH 8) 
   175,32   g l-1 
     87,93   g l-1 
Denaturierungs- 
puffer 
                    NaCl 
                    NaOH 
       0,58   g l-1 
       2,0     g l-1 
Neutralisierungs- 
puffer 
                    TRIS 
                    HCl (pH 7,0) 
     12,11   g l-1 
Northern-Puffer 1                      Maleinsäure 
                    NaCl 
                    NaOH (pH 7,5) 
     11,6     g l-1 
     87,66   g l-1  
Northern-Puffer 2                     Blocking- 
                    Lösung 
  15% (v/v) in 
   N.-Puffer 1 
Northern-Puffer 3                     TRIS 
                    NaCl 
                    HCl (pH 9,5) 
     12,11   g l-1 
       5,8     g l-1 
RNA-Auftrags- 
puffer 
                    Formamid 
                    TRIS 
                    Xylencyanol 
                    Bromphenolblau  
     80%    (v/v) 
       1,21   g l-1 
      0,25%(v/v) 
      0,25%(v/v) 
Waschpuffer  
(Northern) 
                     Tween-20 
                     Blocking-Lösung 
                     N.-Puffer 1 
     0,3  % (v/v) 
   10,0  % (v/v) 
   89,7  % (v/v) 
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Tabelle 7: Zusammensetzung von Polyacrylamid- und Harnstoff-Aggarose-Gel  
Name Komponente Volumen/ 
Gewicht 
PA-Gel                      H2O bidest. 
                    20x RNA-LP 
                    Acryamid/Bis-Lsg 
                       30% 
                    TEMED 
                    APS 20% 
        3,15    ml 
      350        µl 
        3,5      ml 
 
         3,5      µl 
       17,5      µl 
Harnstoff-Agarose-
Gel  
                    Agarose 
                    Harnstoff 
                    1x RNA-LP  
             1,1        g 
      22,1        g 
      60         ml 
 
2.1.6 Lösungen und Puffer für RT-PCR und Real-time PCR 
Tabelle 8: Lösungen und Puffer für RT-PCR           
Name Komponente Konzentration 
10x DNaseI- 
       Puffer 
                    TRIS 
                    MgCl2   
     200 mM 
       20 mM 
 
2.1.7 Primer und Sonden 
Alle in Tabelle 9 aufgeführten Primer wurden von der Firma Metabion, München 
bezogen. 
Tabelle 9: Primer für Erststrangsynthese und cRT-PCR 
Bezeichnung Sequenz (5´  3´) 
akt-c781 TGT GGG TAA CAC CAT CAC CAG A 
akt-w610 CCC AAA TCC AAC CGT GAG AA 
atp6-c689 AAT AAA GAG ATA GCG ACT AAA ACT GTA ATA GGT 
atp6-w534 TTT AAG TTT AGG TAT TCG ATT AGG TGC TAA T 
atp8-c136 TCA TTA TAT CTT GGT AAT ACA TAT ACT GAT GAA 
ATA TAT A 
atp8-w1 ATG CCA CAA TTA GTA CCA TTC TAT 
atp9-c182 AAA CCT GTA GCT TCT GTT AAG GCG 
atp9-w32 GTT TAG CTA CAA TTG GTG TTA GTG GTG 
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Bezeichnung Sequenz (5´  3´) 
cob-c802 ACA TTG GAG TTT TTA GAG GAT CCG 
cob-w651 CAG AAT CCC AAT GAA CCC GT 
cox1-c955 CAA TAA CCA TAG TTG CAG CAC TGA 
cox1-w805 GCT CAT AAA CCT ATT TTC GGT AAA GAA 
cox2-c207 TTT TGC AGC AAT AGG ATG GCT 
cox2-w57 CCA AGA TGG TGC ATC TCC TAG TT 
cox3-c770 CAA ACA ACA TCA CAG AAA TGC CA 
cox3-w619 TTT GCT ACT GGT CTT CAT GGT ATT CA 
gal1-c674 TGA ACC AAA AGC GCC TTG TT 
gal1-w524 CCA TTT TGA AAG CCA ATG GAA 
rnpB-c151 TAT TAG TAC ACT TAC CCT CTT GGG 
rnpB-w1 TTT TCC CCC TCC AAA ACA TTT TAT TTG 
rnl-c2422 CTC ACG TAA CCT TTT AAA TAG ACG AAC AG 
rnl-w2269 CAA TGA GCG AAG TTA CGC CAG 
rns-c3487 TGT TCA TCT TGG CTG TTG TCT CAG A 
rns-w3250 TTT TTG TGA CGT GGT GAA CAG GTG A 
rpm1-c1860 GGA AAT GAA GCT AGG CCG AAC 
rpm1-w1653 TCG CAG TCC TTT AGG CAC GT 
rpm2-c1169 ATG GCA TCG GAG GCC AGC AAA TA 
rpm2-w-955 CTC TCC ACG TTG CAG AAA AGA GCT TAA A 
rps3–c605   TCG TCC TCT TGA TGA TAG ACT ATT TCA 
rps3–w455 TAG GAT CAA ATC CAA AAA TAG CTT CTA CA 
Sp-cit1-c799 AAA GAC GCA TAA GCT CCA CAA AT 
Sp-cit1-w649 AAG ACC GTT CCA ATT GCC G 
Sp-mss116-c599 CAA ACG TGG CTT TCC CTT AAG CAC A 
Sp-mss116-w379 TAT GAC TCC AGT TCA GCA GCG GGT A 
Sp-mtf1-c1505 TGG CGT GGG TGA AAC TAA TAA AGG A 
Sp-mtf1 -w1287 GAG TTT TCC GAG AGG CCT TTA CAG A 
Sp-pet127-c383 GCC AGT CAA AGA ACT AGT GGA ACC A 
Sp-pet127-w163 AGT CAA TAG GCA ACT TAC AGC ACC A 
Sp-rpo41-c2344 CAA GTT CCA TCT TGC TGG ATG GGT A 
Sp-rpo41-w2124 GTC CAT CTT GCT AAC CTC TTC GGA A 
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Bezeichnung Sequenz (5´  3´) 
Sp-sls1-c374 TCT TTA CGA AAG GCA ACT TCC AAT 
Sp-sls1-w174 TAA AAG CGT GTT GCG CTC AC 
ura4-c975 GCA AGA GAC CAC GTC CCA AA 
ura4-w825 GAC ATT GGA AAT ACC GTC AAG CT 
 
 
Tabelle 10: Sonden für die Northern-Hybridisierung 
Bezeichnung Sequenz (5´  3´) 
DIG-cAtp6 15179-15440 mtDNA-Sequenz 
DIG-cAtp8 AAA TAT TAA TAA AAT AGA ATG GTA CTA ATT GTG 
GCA T 
DIG-cAtp9 TGA AGA TTA ATC CAA TAC CAA CAC CAG CAC 
CAC TAA CAC C 
DIG-cbE1-c270 AAA GAA ACT AGC ACC ATT TGC ATG GAA AGC 
TCT 
DIG-cbI-c806 TAT CTA TTT GAA CTG ATC CAT CTG AAC TTA TCT 
GTT TCG T 
DIG-cox1 04889-05148 mtDNA-Sequenz 
DIG-cx2E1-c505 ATG CAC CAT CTT GGA AAT AAA GAG CCC AGC 
TAG AA 
DIG-cox3 9000-9399 mtDNA-Sequenz 
DIG-RNL GCT GAA TTA AGC TTT AAA AGC TTC CTC TTA ATA 
TTA ACT 
DIG-rnpB 18130-18261 mtDNA-Sequenz 
DIG-rns 03250-03487 mtDNA-Sequenz 
DIG-rps3-c505 GAG ATA TGA ATA CCT TTC CAT CCT TTT GGT ACA 
TTT 
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2.1.8 Enzyme und Kits 
Tabelle 11: verwendete Enzyme und Kits 
Enzym/Kit Hersteller 
Alkalische Phosphatase Roche         (Mannheim) 
BamHI Roche         (Mannheim) 
DIG-EasyHyb Roche         (Mannheim) 
DNase I Roche         (Mannheim) 
EcoRI Roche         (Mannheim) 
GFX PCR DNA and Gel Band Kit Amersham  (Freiburg) 
GoTaq Flexi DNA Polymerase Promega     (Mannheim) 
IProof DNA Polymerase Biorad         (München) 
High Pure PCR Product Purification Kit Roche         (Mannheim) 
High Pure RNA Isolation Kit Roche         (Mannheim) 
Kiterase KI-Chemicals   (Tokio) 
Lysing enzyme from Trichoderma  
 harzianum 
Sigma-Aldrich (Steinheim) 
M-MLV Reverse Transkriptase RNase H-
Minus 
Promega     (Mannheim) 
M-MLV Reverse Transkriptase  Promega     (Mannheim) 
QUIAGEN Plasmid Midi Kit   Quiagen       (Hilden) 
Platinium® SYBR® Green aPCR Super 
Mix-UDG with ROX 
Invitrogen     (Karlsruhe) 
SacI Roche         (Mannheim) 
Sal I Roche         (Mannheim) 
SmaI Roche         (Mannheim) 
T4 Ligase Roche         (Mannheim) 
T4 rapid Ligase Roche         (Mannheim) 
Zymolyase Seikagaku Corp  (Tokio) 
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2.1.9 Weitere Lösungen und Puffer 
    Tabelle 12: weitere Puffer und Lösungen 
Name  Komponente Konzentration 
50x TAE-Puffer                         TRIS 
                        EDTA 
                    Essigsäure (pH 8) 
   242,88   g l-1 
     14,61   g l-1 
DNA-Auftrags- 
puffer 
                    50x TAE-Puffer 
                    Glycerin 
                    Bromphenolblau 
       2  %  (v/v) 
     67  %  (v/v) 
      0,1% (w/v) 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Kultivierungsbedingungen 
Die Zusammensetzungen der verwendeten Medien sind in Tabelle 1 angegeben. 
Disruptanten wurden in YD-Medium kultiviert. Bei plasmidhaltigen Stämmen wurde 
entsprechend supplementiertes Minimalmedium nach Johnson (MMJ) verwendet. Die 
Hauptkulturen wurden standardmäßig aus einer Vorkultur 1%ig angeimpft und für 16 
Stunden und bei der angegebenen Temperatur unter Schütteln (120 rpm) inkubiert. 
 
2.2.2 Klonierungsmethoden 
Plasmidisolation aus E. coli 
Die für die Klonierung verwendeten Plasmide (Tabelle 2) wurden im E. coli-Stamm 
DH5α (Hanahan, 1983) amplifiziert und unter Verwendung des Qiagen Plasmid Midi-
Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. 
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch (Extinktionsmessung bei 260 nm) 
bestimmt. 
 
Restriktion 
Die Restriktion der verwendeten Klonierungsvektoren erfolgte unter Verwendung von 
Restriktionsenzymen (Tabelle 11) nach Herstellerangabe. Die Restriktionsfragmente 
wurden mit dem PCR-Product-Purification-Kit (Roche, Mannheim) nach 
Herstellerangaben aufgereinigt. 
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Dephosphorylierung 
Vor der Ligation erfolgte eine Dephosphorylierung der Fragmentenden mit Hilfe der 
Alkalischen Phosphatase (Roche, Mannheim) nach Herstellerangabe. 
 
Ligation  
Die Ligation von Inserts und Vektoren erfolgte mittels T4-Ligase bzw. T4 Rapid 
Ligase (Roche, Mannheim). 
 
Transformation von E. coli 
Die Transformation von E. coli erfolgte nach dem Protokoll von Maniatis et al., 1982. 
 
Transformation von S. pombe (modifiziert nach Okazaki et al., 1990) 
Aus einer in der logarithmischen Wachstumsphase befindlichen Vorkultur wurden 
MB-Hauptkulturen angeimpft und für 12-15 Stunden bei 30°C schüttelnd inkubiert 
(120 rpm). Durch Mikroskopie wurde überprüft, ob sich eine ausreichende Menge 
(50-80%) der Zellen in der Teilungsphase befanden. Nach Zentrifugation (5 min, 
5000 rpm, RT) wurde das Zellpellet in 40 ml bidest. aufgenommen und nach erneuter 
Zentrifugation (5 min, 5000 rpm, RT) in 1 ml Lithiumacetat-Puffer (Tabelle 3) 
resuspendiert. Nach 30 Minuten Kultivierung bei 30°C wurden zu 100 µl Lithium-
kompetenter Hefezellen 10 µl Carrier-DNA Puffer, 600 µl PEG 4000 (40%) (siehe 
2.1.3) und die zu transformierende DNA hinzugefügt. Die eingesetzte DNA Menge 
lag je nach Transformationseffizienz zwischen 1 µg und 8 µg. Nach 30-minütiger 
Inkubation bei 30°C erfolgte ein 20-minütiger Hitze schock bei 42°C. Nach 
Zentrifugation (5 min, 5000 rpm, RT) wurden die Zellen in 1 ml bidest. Wasser 
resuspendiert und 200 µl auf Agarplatten (MMJ-Medium, 3 % Agar) überimpft. Die 
Selektion der Transformanten erfolgte für 7 bis 14 Tagen bei 30°C stammspezifisch 
über die in Tabelle 1 und 2 angegebenen Prototrophien/Resistenzen. Die erhaltenen 
Klone wurden überimpft und nach erneuter Selektion zur Inokulation entsprechender 
Flüssigkulturen genutzt. Der zu erwartende Genotyp wurde durch entsprechende 
PCR-Kontrollen verifiziert.  
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2.2.3 Überprüfung des Wachstumsphänotyps  
Die Hauptkultur der verwendeten Wildtypstämme und Transformanten wurden für 12 
bis 15 Stunden bei 30°C schüttelnd inkubiert (120 r pm). Die Zelldichten der Kulturen 
wurden mittels Thoma-Kammer-Zählung bestimmt und auf eine einheitliche 
Konzentration von 1x 107 Zellen eingestellt. Der Wachtsumstest folgte in einer 
Verdünnungsreihe (1. Stufe 1:5 gefolgt von 4 1:10-Verdünnungen). Von den 
einzelnen Verdünnungsstufen wurden Aliquots zu 300 µl in eine Mikrotiterplatte 
überführt und auf geeignete Medien gestempelt. Nach 1-4 Wochen wurden die 
Ergebnisse mittels Photographie dokumentiert.  
 
2.2.4 Isolation von mtRNA und Gesamt-RNA 
Die für die Isolierung mitochondrialer RNA (mtRNA) und des Gesamttranskriptoms 
(Gesamt-RNA) verwendeten Puffer sind in Tabelle 5 angegeben. 
 
Isolation mitochondrialer RNA (nach Schäfer et al., 2005) 
4 bis 6 500 ml-Hauptkulturen mit YD-Medium wurden nach 1%igem Animpfen für 16 
bis 20 Stunden bei 30°C oder für 22 bis 26 Stunden bei 37°C bei 120 rpm kultiviert. 
Die Anzahl gerade in Teilung befindlicher Zellen wurde bestimmt. Falls der Anteil 
dieser zu niedrig (< 70%) war, erfolgte eine Reaktivierung mit 50%iger (w/v) 
Glukoselösung. Nach Zentrifugation (5 min, 5000 rpm, 4°C) wurde das Pellet in 75 ml 
Sorbitol-Phosphatpuffer (Tabelle 5) suspendiert und je nach Pelletgröße und 
Inkubationstemperatur mit je 300-600 µg Lysing Enzyme aus Trichoderma 
harzianum, (Sigma L-2265, Sigma-Aldrich, Steinheim) und Kiterase (KI-Chemicals, 
Tokio) nach Herstellerangaben versetzt. Die Proben wurden für 15 Minuten bei 37°C 
schüttelnd inkubiert und anschließend mikroskopisch untersucht. Ziel war eine 
Aufschlussrate von 50-70%. Bei einer zu niedrigen Rate wurde für weitere 5 Minuten 
inkubiert und erneut kontrolliert. Durch zwei Zentrifugationsschritte (5 min, 5000 rpm, 
4°C; 5 min, 7000 rpm, 4°C) wurden Zellbestandteile mit hoher Dichte abgetrennt. Um 
die im Überstand enthaltenen Mitochondrien zu gewinnen, wurde die flüssige Phase 
für 30 Minuten bei 20000 rpm und 4°C zentrifugiert.  Nach Entfernen des 
Überstandes und der Restflüssigkeit wurde das rötliche Pellet zweimal mit je 1 ml 
PBS-Puffer gespült und je nach Größe und Farbtiefe des Pellets wurden zwischen 3 
und 8 Säulen des High Pure RNA Isolation Kits (Roche, Mannheim) zur Isolierung 
mitochondrialer RNA nach Herstellerangaben eingesetzt. Die RNA-Konzentration 
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wurde photometrisch (Extinktionsmessung bei 255 nm) bestimmt. Die RNA wurde 
direkt für die Erststrangsynthese eingesetzt oder mit einem 2,5-fachen Volumen 
Ethanol p.a. versetzt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.   
 
Präparation von Gesamt-RNA (nach Wiesenberger, Speer, Haller, Bonnefoy, 
Schleiffer & Schäfer, 2007) 
Die Gesamt-RNA wurde aus 100 ml Hauptkultur unter Verwendung des High Pure 
RNA Isolation Kits (Roche, Mannheim) isoliert. Abweichend von den 
Herstellerangaben wurden die Proben statt mit Lyticase mit 20 mg Zymolyase 
(Seikagaku Corporation, Tokio) für 15 Minuten bei 37°C für den Zellaufschluß 
inkubiert. Die Aufschlussrate wurde mikroskopisch kontrolliert. Die weiteren Schritte 
entsprachen den Herstellerangaben. Der DNase-Verdau wurde erst unmittelbar vor 
der Verwendung für die Erststrangsynthese durchgeführt. Der RNA-Gehalt wurde 
photometrisch bestimmt. 
Alternativ zum enzymatischen Aufschluss wurden 5x108 Zellen abzentrifugiert (5 min, 
5000 rpm, RT) und das Pellet unter Flüssigstickstoffkühlung gemörsert. Es wurden 
600 µl PBS-Puffer, 500 µl saures Phonol und 500 µl Chloroform zugegeben und 
gründlich durchmischt. Nach Zentrifugation (2 min, 12000 rpm, RT) wurde die 
wässrige Phase erneut mit 700 µl Chlorofom gemischt  und unter gleichen 
Bedingungen erneut zentrifugiert. 200 µl der wässrigen Phase wurden für RNA-
Präparation mittels des High Pure RNA Isolation Kits eingesetzt. Unter Auslassung 
der DNaseI-Verdaus folgten die weiteren Schritte den Angaben des Herstellers. Der 
RNA-Gehalt wurde photometrisch bestimmt.  
 
2.2.5 Northern Hybridisierung (modifiziert nach Schäfer et al., 1998) 
Für die Northern Hybridisierung wurden die DNA-Proben elektrophoretisch 
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert (Blotting) und anschließend mit Dig-
markierten RNA-Sonden nachgewiesen. Die allgemein verwendeten Lösungen und 
Puffer sind in Tabelle 6 angegeben. 
Um Degradation der RNA zu vermeiden, wurde die elektrophoretische Auftrennung in 
einem denaturierenden Harnstoff-Agarose-Gel durchgeführt. Das vertikale Harnstoff-
Agarose-Gel (Tabelle 7, Polymerisierung über Nacht) wurde zu Stabilisierung mit 
einem Polyarcylamid-Gel (Tabelle 7, 20 Minuten Polymerisierung bei 60°C) 
Material und Methoden 
 
33 
unterschichtet. 20-30 µg RNA aus der Präparation mitochondrialer RNA wurden 
zentrifugiert (30 min, 20000 rpm, 4°C) und das Pell et in einer Speed-Vac-Zentrifuge 
getrocknet. Das Pellet wurde in 20 µl RNA-Laufpuffer (Tabelle 6) aufgenommen und 
für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Sekundärstrukturen wurden durch Denaturierung bei 
95°C für 3 Minuten mit anschließender Schockkühlung  auf Eis aufgelöst. Das 
Einlaufen der Gele erfolgte bei 75 V, bis beide Blaumarker eingewandert waren, die 
weitere elektrophoretische Auftrennung bei 150 V bis zu einer Lauffront des unteren 
Markers (Bromphenolblau) von 20 cm. Die RNA-Banden wurden mit frischer EB-
Lösung (Tabelle 6) angefärbt, ein Negativ-Bild aufgenommen und. die Laufstrecke 
der rns- und rnl-Bande bestimmt.  
Die Nylonmembran (Roche, Mannheim) wurde in H2O bidest. für 10 Minuten 
äquilibriert. Das Gel wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung für 5 Minuten 
in Denaturierungspuffer und für 5 Minuten in Neutralisierungspuffer (Tabelle 6) 
inkubiert. Vor dem RNA-Transfer wurden Membran und Gel für 10 Minuten in 2x SSC 
äquilibriert. Der Transfer erfolgte bei einem Unterdruck von -0,3 bar bis maximal -0,4 
bar für 1 Stunde in 20x SSC. Zur Lokalisation wurden die Gelränder auf der 
Membran markiert. Die RNA wurde an der Membran fixiert (30 min, 120°C) . 
Die Membranen wurden in 15 ml DIG-EasyHyb (Roche, Mannheim) für 3 Stunden bei 
45°C prähybridisiert und anschließend mit der Sonde nlösung (Hybridisierungslösung 
+ Sonde) über Nacht inkubiert. Die Sequenzen der Sonden sind in Tabelle 8 
angegeben. Kommerzielle Sonden wurden direkt zu frischer Hybridisierungslösung 
gegeben, DIG-markierte DNA-Sonden wurden zuvor denaturiert (5 min, 95°C) und 
abgekühlt. Anschließend folgten 6 Waschschritte in SSC-Puffer mit 0,1% SDS von 15 
Minuten mit steigender Stringenz (je 2 mal 2x SSC, 0,5x SSC, 0,1x SSC). Der Filter 
wurde für 5 Minuten bei RT in Waschpuffer gewaschen und anschließend wurde für 1 
Stunde in Puffer 2 äquilibriert, gefolgt von einer Inkubation in Puffer 2 mit 3-5 µl Anti-
DIG (Roche, Mannheim) für 30 Minuten bei RT. Die Membran wurde zweimal für 15 
Minuten in Waschpuffer gewaschen. Nach fünfminütiger Inkubation in Puffer 3 wurde 
die Membran für 5 Minuten in CDP-Star-Gebrauchslösung (Roche, Mannheim) 
(Stammlösung 1:10000 in Puffer 3) inkubiert. Die Membran wurde kurz abtropfen 
lassen, eingeschweißt und die Chemilumineszenz mit Hilfe eines Röntgenfilms 
nachgewiesen. Die erhaltenen Signale für die einzelnen Transkripte wurden mit Hilfe 
der Software „Scan pack 2“ (Biometra, Köln) auf das rnl-Signal standardisiert. 
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Als Hybridisierungssonden für die Transkripte atp6, cox1, cox3, rnpB und rns wurden 
keine kommerziell erhältlichen Sonden eingesetzt, sondern mittels DIG-PCR unter 
Verwendung des DIG-EasyHyb-Kits (Roche, Mannheim) generiert. Hierzu wurde aus 
S. pombe 972 mtDNA mittels Primer für die entsprechende Sonde eine Standard-
PCR durchgeführt. Das Amplikon wurde durch Gelelektrophorese (2% Agarose) 
aufgereinigt und eine Mengenabschätzung durchgeführt. Die Konzentration der 
Lösung wurde auf 0,1 ng µl-1 eingestellt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach 
Herstellerangaben unter Annahme einer Elongationsgeschwindigkeit von 100 bp/min. 
 
2.2.6 Transkriptom-profiling mittels quantitativer Real-Time PCR (nach 
Wiesenberger, Speer, Haller, Bonnefoy, Schleiffer & Schäfer, 2007) 
12,5 µg RNA-Eluat wurden in 1 x DNAse-Puffer (20 mM Tris, 2 mM MgCl2, pH 7,2) 
mit 2 µl Dnase I [10 U/µl] (Roche, Mannheim) für 30 Minuten und 37°C zum 
Entfernen genomischer Verunreinigungen inkubiert. Die anschließende 
Denaturierung der DNAse erfolgt für 15 Minuten bei 72°C. Zur Überprüfung der DNA-
Freiheit der RNA nach dem DNAse-Verdau wurden Standard-PCRs mit den 
Primersystemen rnl, rns und Sp-act1 durchgeführt. Als Positivkontrollen wurden 
mitochondriale und kernkodierte DNA verwendet. DNA-freie RNA-Proben wurden für 
die RT-PCR genutzt. 1 µg RNA nach Dnase-Verdau wurden mit einem Gemisch aller 
c-Real-time-Primer (Endkonzentration 10 pM) versetzt, zur Auflösung von 
Sekundärstrukturen für 5 Minuten bei 72°C inkubiert  und sofort auf Eis gestellt. Die 
reverse Transkription erfolgte mit Hilfe der M-MLV Reverse Transkriptase/Reverse 
Transkriptase RNaseH-minus (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben. Die 
qPCR erfolgte unter Verwendung des Platinium® SYBR® Green qPCR Super Mix-
UDG with ROX-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben in 20 µl-
Reaktionsansätzen für 40 Zyklen. Die verwendeten Primersysteme sind in Tabelle 9 
aufgeführt. Die Annealing-Temperatur betrug für alle Primersysteme 55°C. Die 
Bestimmung der Transkriptmenge erfolgte in Triplikaten für drei biologische 
Replikate. Als Standard wurde eine Verdünnungsreihe einer 1 ng/µl Gesamt-DNA-
Stammlösung aus S. pombe eingesetzt. Da die Primersysteme gleiche 
Produktlängen auf Transkript- und Genomebene ergeben, wurden zusätzlich RT-
Minus-Ansätze in die Real-Time PCR eingesetzt, um eine Verunreinigung mit 
genomischer DNA auszuschließen. Als Cycler wurde das ABI Prism 7700-System 
(Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet.  
Ergebnisse 
 
35 
3 Ergebnisse  
3.1 Beeinflussung der Transkription in den Mitochondrien durch 
veränderte Wachstumsbedingungen  
Ziel des ersten Arbeitsabschnitts waren Untersuchungen zur Regulation der 
mitochondrialen Transkription in dem Modellsystem S. pombe. Die 
Kultivierungstemperatur und die verwendete Kohlenstoffquelle sind besonders 
geeignet, um signifikante Veränderungen der Transkription zu induzieren. Durch 
Erhöhung der Temperatur kommt es zu verlangsamtem Wachstum bis hin zu einem 
Absterben der Zellen. Bei fermentierbaren Energieträgern wie Glukose ist ein 
wesentlich schnelleres Wachstum zu beobachten als bei Kohlenstoffquellen, die 
allein durch Oxidation verwertet werden können. 
Alle Ergebnisse wurden auf die optimalen Wachstumsbedingungen für S. pombe- 
Yeast-Extrakt Dextrose (YD)-Medium, 30°C bezogen. D ie Beschreibung und 
Diskussion der Ergebnisse unterteilt sich in die separaten Effekte von Hitzestress 
(Kapitel 3.1.1), Kohlenstoffquelle (Kapitel 3.1.2), den kumulativen Effekt von 
Hitzestress und Kohlenstoffquelle (Kapitel 3.1.3) und den Einfluss von de-
repremierenden Bedingungen bei erniedrigter Temperatur (Kapitel 3.1.4).  
 
3.1.1 Einfluss von Hitzestress auf die Transkription 
Wie die Wachstumstests der Disruption von Sp-pet127, einem Faktor, der an der 
mitochondrialen Transkriptionskontrolle beteiligt ist und im Weiteren noch genauer 
vorgestellt werden soll, zeigen, können in manchen Fällen Atmungsdefekte erst bei 
bestimmten Wachstumsbedingungen z.B. Hitzestress zum Tragen kommen. Durch 
eine Reduktion der Effizienz von RNase P und RNase Z werden schon im Wildtyp die 
mitochondrialen tRNAs nur noch teilweise von den mRNA-Transkriptvorläufern 
entfernt (Schäfer, 2005). Deshalb wurde untersucht, welche Veränderungen durch 
Hitzestress im Wildtyp induziert wurden. 
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Abbildung 2: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Hitzestress. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C und 37°C im Standardmedium (YD) verglichen . Die Transkriptmengen der einzelnen Gene 
wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der 
Transkriptmenge 37°C/ 30°C; Fehlerbalken: Standarda bweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 3: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Hitzestress. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C und 37°C im Standardmedium (YD) verglichen . Die Transkriptmengen der einzelnen Gene 
wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der 
Transkriptmenge 37°C/ 30°C; Fehlerbalken: Standarda bweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Der Großteil der Mengen der mitochondrialen Transkripte wurde durch die 
Temperaturerhöhung um das zwei- bis dreifache gesteigert. Eine stärkere Erhöhung 
der steady state level (Faktor 4 bis 6) wurden für rns, rps3, rnpB und cox2 gemessen. 
Bei den untersuchten Kerngenen führte die Temperaturerhöhung nur zu einer 
geringfügigen Erhöhung der Transkriptmengen. nur für die Gene Sp-sls1 und Sp-cit1 
konnte eine signifikante Erhöhung nachgewiesen werden. 
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Unter Hitzestressbedingungen kommt es zu einer deutlichen Erhöhung der steady 
state level der mitochondrialen Transkripte. Interessanterweise ist keine Veränderung 
der Regulation der Kerngene zu beobachten. Die Veränderung der mitochondrialen 
Transkriptmengen beruht vermutlich auf post-translationalen Modifikationen der am 
RNA-Metabolisums beteiligten Proteine, die zu einer Stabilisierung oder einem 
verminderten Abbau der Transkripte führt.  
 
3.1.2 Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die Transkription 
Zucker stellen für Hefen die bevorzugte Kohlenstoffquelle dar, es können aber auch 
eine Reihe nicht-fermtentierbarer Substrate wie Ethanol, Glycerin oder Laktat 
verwertet werden. Eine Reihe von regulativen Netzwerken, die zur 
Glukoserepression beitragen, koordinieren die Expression von Enzymen, die an der 
Verwertung von nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen beteiligt sind (Carlson, 
1999). Eine zentrale Rolle nimmt hier der Repressor MIG1 ein. Bei hohen 
Glukosekonzentrationen in der Zelle befindet sich Mig1p im Zellkern und hemmt die 
Expression von Genen der Atmung und Glukoneogenese. Sinkt die 
Glukosekonzentration unter ein bestimmtes Niveau, wird er von SNF1 phosphoryliert 
und ins Cytoplasma transferiert (Schüller, 2003). Beim Übergang vom reprimierten in 
den dereprimierten Zustand kommt es zu einer umfassenden Veränderung der 
Expression. Da das Wachstum unter diesen Bedingungen verlangsamt ist, werden 
Gene, die an der cytosolischen Translation und DNA-Replikation beteiligt sind, 
weniger exprimiert. Gene, die direkt mit der Atmung in Verbindung stehen wie 
Komponenten der Atmungskette, werden ebenso wie Gene, die an der 
mitochondrialen Transkription beteiligt sind, stärker exprimiert (Roberts und Hudson, 
2006). Diese Messungen beinhalteten sowohl Gene, deren Genprodukte direkt an 
der Assemblierung der Atmungskette oder der ATP-Synthese beteiligt sind, wie zum 
Beispiel Atp6p, Atp8p und Atp9p -Untereinheiten der mitochondrialen ATP-Synthase- 
als auch solche Gene wie Rps3p, ein Protein, das mit der kleinen mitochondrialen 
Ribosomen-Untereinheit assoziiert ist. Weitere Kandidaten sind kernkodierte Gene, 
deren Genprodukte eine mitochondriale Lokalisation aufweisen und an RNA-
Metabolismus beteiligt sind. Um einen möglichst großen Expressionsunterschied 
zwischen den verglichenen Zellen zu erreichen, wurden die reprimierten Zellen in 
Vollmedium mit 10% Glukose angezogen, während die dereprimierten Zellen in 
Vollmedium mit 3% Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle kultiviert wurden. 
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Abbildung 4: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch De-
Repression. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C in dem glukose- (YD) und dem glycerinhalti gen Standardmedium (YG) verglichen. Die 
Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge von Sp-act1 standardisiert. 
Relative Veränderung der Transkriptmenge 30°C YG/ 3 0°C YD; Fehlerbalken: Standardabweichung 
von drei biologischen Replikaten. 
 
 
Abbildung 5: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch De-Repression. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C in dem glukose- (YD) und dem glycerinhalti gen Standardmedium (YG) verglichen. Die 
Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge von Sp-act1 standardisiert. 
Relative Veränderung der Transkriptmenge 30°C YG/ 3 0°C YD; Fehlerbalken: Standardabweichung 
von drei biologischen Replikaten 
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Die erhaltenen Mengen mitochondrialer Transkripte wurden durch verschiedene 
Kohlenstoffquellen stärker beeinflusst als durch die Temperatur. Für den Großteil der 
gemessenen RNAs erfolgte eine Erhöhung der steady state level um Faktor 4 bis 6. 
Ähnlich wie bei der Messung mit Hitzestress erfuhr das Transkript von rns verglichen 
mit rnl eine überdurchschnittliche Erhöhung auf das zehnfache. Auffällig waren in 
dieser Messung die Mengen der RNAs von rps3, rnpB und cox2. Während bei 
Hitzestress die Mengen der Transkripte jeweils um ungefähr den Faktor 5 erhöht 
wurden, führt die Derepression nur zu einer Verdoppelung. Für die kernkodierten 
Transkripte ergab sich eine Steigerung leicht über das Niveau des Hitzestresses. 
Ausnahmen stellen hier Rpm2p und Sp-Cit1p dar. Die Menge der rpm2-mRNA stieg 
im Vergleich zu der unter repremierenden Bedingungen inkubierten Zellen nicht an. 
Im Gegensatz dazu verfünffachte sich die Menge des Sp-cit1-Transkriptes, wie es für 
Zellen im dereprimierten Zustand auch zu erwarten gewesen wäre. Obwohl die 
Menge der mitochondrialen Transkripte stark zunahm, war die Steigerung der 
Erhöhung der steady state level kernkodierter Transkripte wesentlich weniger 
ausgeprägt. Die Expression der Helikase des mitochondrialen Prozessosoms rpm2 
(Hoffmannn et al., 2008) wurde durch die dereprimierenden Bedingungen nicht 
beeinflusst. Die Tatsache, dass die Abundanz der mitochondrialen Transkripte im 
Schnitt um das fünffache erhöht wurde, lassen den Schluss zu, dass alle an der 
mitochondrialen RNA-Prozessierung beteiligten Proteine eine erhöhte Aktivität haben 
müssen, um auf eine Veränderung der Kohlenstoffquelle reagieren zu können. Die 
Aktivität wird aber nicht durch eine Erhöhung der Transkription der Gene erreicht, 
sondern durch post-translationale Modifiktionen der beteiligten Proteine. Die erhöhte 
Abundanz von rnpB-RNA deutet darauf hin, dass RNase P in größeren Mengen in 
den dereprimierten Zellen vorhanden war. Zum einen ist rnpB durch die mit ihm 
assoziierten Proteine -es ist der ribonukleäre Anteil der RNase P- besser vor Abbau 
geschützt, zum anderen war diese Erhöhung des steady state level erwartet worden, 
da dieser Prozess bei der Transkriptreifung von besonderer Bedeutung ist (Schäfer 
et al., 2005) und bei erhöhter Transkription auch ein gesteigertes Maß an 
Prozessierung nötig ist. Der rnpB-Vorläufer selbst ist von tRNAs flankiert. Ein Mangel 
an korrekt prozessiertem rnpB führt folglich zu einem Mangel an RNase P 
Holoenzym, was wiederum die Effizienz der Prozessierung des RNA-Vorläufers 
senkt. Dies könnte zu einem vollständigen Erliegen der mitochondrialen Translation 
führen. 
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3.1.3 Einfluss von Hitzestress und Kohlenstoffquelle auf die Transkription 
Es konnte gezeigt werden, dass die Kohlenstoffquelle und Hitzestress die Abundanz 
mitochondrialer Transkripte und Transkripte von Kerngenen mit mitochondrialem 
Bezug beeinflussten. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob beide Stimuli 
gemeinsam zusätzliche kumulative und/oder synergistische Effekte ergeben. Waren 
die maximalen Expressionstärken der untersuchten Gene bereits durch die bisher 
untersuchten Konditionen erreicht worden oder ließe sich durch die Kombination 
beider Bedingungen die Expression noch weiter steigern?  
 
 
Abbildung 6: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch De-
Repression und Hitzestress. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C in glukosehaltigem Standardmedium (YD) und  bei 37°C in glycerinhaltigen Standardmedium 
(YG) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 37°C YG/ 30°C YD; 
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 7: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch De-Repression 
und Hitzestress. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 30°C im dem glukose- (YD) und bei 37°C in glyce rinhaltigen Standardmedium (YG) verglichen. 
Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 30°C YG/ 30°C YD; Fehlerbalken: 
Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Für die Transkripte der großen und kleinen ribosomalen Untereinheit konnte eine 
geringe Steigerung bei Stimuluskombination im Vergleich zu singulären Stimuli erzielt 
werden. Die zuvor beobachtete Verschiebung der Stöchiometrie blieb erhalten. Für 
die anderen untersuchten Transkripte ergab sich ein heterogenes Bild. Die 
Transkriptmengen für rps3 und cox2 lagen nicht signifikant über denen bei 
Hitzestressbedingungen, die Menge der cox3-mRNA blieb ungefähr auf Höhe bei 
dereprimierten Bedingung. Die mitochondrialen Gene cox1 und atp6 hingegen 
erfuhren eine deutliche Steigerung um Faktor 12. Die atp8-mRNA wurde um den 
Faktor 25 erhöht, wies jedoch gleichzeitig eine hohe biologische Varianz auf. Einen 
wesentlich stärkeren Effekt hatte die Kombination der Bedingungen allerdings auf die 
untersuchten kernkodierten Gene. Während bei den bisherigen Untersuchungen mit 
Ausnahme von Sp-cit1 die Steigerung der mRNA Mengen den Faktor 2 nicht 
überschritt, wurden durch eine Stimuluskombination die entsprechenden 
Transkriptmengen durchschnittlich um den Faktor 4 erhöht. Eine noch höhere 
Steigerung erfuhr die RNA von Sp-sls1 mit dem Faktor 9, wobei ähnlich wie bei atp8 
auch hier eine biologische Varianz vorlag. Im Gegensatz dazu erfährt die Expression 
von Sp-cit1 im Vergleich zu den rein dereprimierten Bedingungen nur eine 
geringfügige Steigerung von 30%. Bei der Kombination von Kohlenstoffquelle und 
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Hitzestress wurden sowohl für die mitochondrialen als auch für die kernkodierten 
Transkripte die stärksten Erhöhungen der steady state level im Vergleich zu den 
singulären Stimuli gemessen. Auch waren hier alle Transkripte betroffen. Insgesamt 
ist für alle mitochondrialen Gene außer rps3 ein deutlicher kumulativ-synergistischer 
Effekt zu beobachten. Die geringste Zunahme lag bei Faktor 6 und die höchste bei 
Faktor 23 für atp8. Die hohe Standardabweichung der Messung zeigt aber, dass 
dieses Gen scheinbar einer hohen biologischen Varianz unterliegt. Eine Ausnahme 
bildete rps3, dessen Menge durch alleinigen Hitzestress maximal erhöht wurde 
(Faktor 5). Durch eine Kombination von Hitzestress und Dereprimierung konnte kein 
synergistischer Effekt erzielt werden. Bei den kernkodierten Transkripten führten 
sowohl dereprimierende Bedingungen wie auch Hitzestress alleine betrachtet zu 
einer nur geringfügigen Erhöhung der Expression (maximal Faktor 2), die im Bereich 
der biologischen Expressionsvarianz von Sc-PET127 in S. cerevisiae lag 
(Wiesenberger et al., 1997). Auch bei S. pombe ist die Expression von Sp-pet127 
nicht signifikant an die de-reprimierenden Bedingungen gekoppelt. Durch eine 
Kombination von Hitzestress und derepremierenden Bedingungen konnte die 
Transkriptmengen kernkodierter Gene mit Funktion in Mitochondrien so stark 
gesteigert werden, dass der resultierende steady state level über der rein 
kumulativen Summe der Einzeleffekte liegt. Damit wirken die beiden Stimuli nicht nur 
kumulativ sondern auch synergistisch. Dies lies den Schluss zu, dass möglicheweise 
auch Gendisruption und Hitzestress synergistische Effekte hervorrufen könnten, so 
dass die Analyse von Mutanten bei 30°C erfolgte.  Insgesamt konnte durch die 
Versuchsreihe De-repression und Hitzestress ein umfassendes Gesamtbild der 
Expressionsvarianz des Wildtyps erstellt werden. Für  die Expressionsveränderungen 
von Sp-pet127 kann gesagt werden, dass diese nicht nur in S. cerevisiae sondern 
auch in S. pombe sehr geringfügig durch Repression und Derepression reguliert 
wurden. Auch Hitzestress alleine führte zu keiner deutlichen Zunahme der 
Transkripte. Dass die Transkription von Sp-pet127 stark variieren kann, zeigt der 
synergistische Effekt von Hitze und Derepression, wo es zu einer Steigerung um 
Faktor 5 gekommen ist. Vergleicht man die Veränderung des mitochondrialen 
Transkriptoms, die sich aus der Disruption von Sp-pet127 (Kapitel 3.3.1.3) ergibt, mit 
den Effekten von Hitzestress und De-repression, liegen die Veränderungen auf 
einem vergleichbaren Niveau. Dies korreliert gut mit dem beobachteten Phänotyp. 
Während bei 30°C das Wachstum auf nicht fermentierb aren Kohlenstoffquellen nicht 
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merklich reduziert war, zeigte die Kombination von Disruption und Hitzestress einen 
klaren Wachstumsnachteil auf Glycerin.  
 
3.1.4 Einfluss von erniedrigter Temperatur und Kohlenstoffquelle auf die 
Transkription 
Da es in manchen Fällen nötig war, die Inkubationstemperatur zu senken, um die 
Effekte bestimmter Disruptionen analysieren zu können, wurde der Einfluss 
reprimierender und nicht-reprimierender Bedingungen auch bei der erniedrigter 
Temperatur (25°C) untersucht. 
 
 
Abbildung 8: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch De-
Repression und Kältestress. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 25°C in Standardmedium mit hohem (10%) Glukoseg ehalt und mit niedrigem (1%) Glukosegehalt 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 25°C YD (1%)/ 25°C YD (10%); 
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 9: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch De-Repression 
und Kältestress.. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für den Stamm 972 bei einer Kultivierungstemperatur 
von 25°C in Standardmedium mit hohem (10%) Glukoseg ehalt und mit niedrigem (1%) Glukosegehalt 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 25°C YD (1%)/ 25°C YD (10%); 
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Durch die Derepression erhöhten sich die Mengen der mitochondrialen Transkripte 
durchschnittlich um den Faktor 2. Mit einer Steigerung um 20% bzw. 50% war die 
Zunahme für rps3 und rnpB am geringsten ausgeprägt. Für die kernkodierten 
Transkripte konnte nur bei Sp-cit1 (Faktor 3,2) eine Steigerung um mehr als das 
2fache festgestellt werden. Von den weiteren Transkripten war nur Sp-mss116 
signifikant um 70% erhöht. Insgesamt unterschied sich der Effekt von Repression 
und Derepression durch die verwendete Kohlenstoffquelle bei den verschiedenen 
Temperaturen deutlich. Während für die meisten mitochondrialen Transkripte bei 
25°C lediglich eine Steigerung bis Faktor 2 beobach tet wurde, kam es bei 30°C zu 
einer Erhöhung der steady state level zwischen Faktor 2 und 6. Rps3 und rnpB 
zählten bei dieser Temperatur, wie auch bei 25°C, z u den am wenigsten durch die 
Derepression beeinflussten Transkripten (Faktor 2). Daraus kann geschlossen 
werden, dass die Erhöhung der steady state level von rps3 und rnpB nicht auf 
synergistische Effekte zurückzuführen ist. Bei erniedrigter Temperatur ebenso wie 
bei Hitzestress kommt es bei der Disruption von Sp-mss116 für rnpB zu einer 
Erhöhung der steady state level von Transkripten, deren tRNAs noch nicht 
prozessiert wurden (Daten nicht gezeigt, Diplomarbeit Zander). Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass die Zellen in beiden Fällen auf die gleiche Weise auf 
den Mangel an tRNA-Prozessierung reagierten. Es konnte eine deutliche Erhöhung 
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der steady state level von rnpB-mRNA beobachtet werden. Da rnpB der RNA-Anteil 
der RNase P ist, die neben der RNaseZ für die tRNA-Prozessierung verantwortlich 
ist, schien der Anpassungseffekt maßgeblich auf dieser Transkriptionssteigerung zu 
beruhen. In frühren Studien konnte gezeigt werden, dass eine genetische 
Veränderung, welche die richtige Translation von rps3 unterbindet, zu Mutanten führt, 
aus denen in erhöhtem Maße respirationsdefiziente Klone hervorgingen (Zimmer et 
al., 1991). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch eine Expression vom ORF 
rps3 im Zellkern den Mutator-Phänotyp zumindest teilweise komplementieren konnte, 
solange er mit einer mitochondrialen Importsequenz ausgestattet war. Aufgrund der 
Sequenzhomologie mit dem Protein Var1p wurde vermutet, dass rps3 eine doppelte 
Funktion erfüllt: zum einen die bereits beobachtete Aufrechterhaltung der Integrität 
der mitochondrialen DNA und zum anderen, als Teil der mitochondrialen kleinen 
Ribosomen-Untereinheit, eine Funktion im Rahmen der Translation (Neu et al., 
1998). Möglicherweise soll durch die Erhöhung der Menge von rps3 die 
Translationsfähigkeit von mangelhaft prozessierten Transkripten erhöht werden, um 
eine Aufrechterhaltung der Physiologie zu ermöglichen. Diese Hypothese wird durch 
eine Reihe von Befunden gestützt. So konnte auch für die Mutanten des 
Prozessosoms (∆rpm1und ∆rpm2), die mitochondriale Transkripte mit 
Prozessierungsdefekten am 3´- und teilweise am 5´- zeigen, eine Erhöhung der 
steady state level der Transkripte von rps3 und rnpB festgestellt werden (Hoffmann 
et al., 2008). Auch eine erhöhte Transkriptions-Initiation in der Doppeldisruptante 
∆rpm1 ∆rpm2 durch die Überexpression von Sp-rpo41 resultierte in einer starken 
Steigerung der Mengen dieser beiden mitochondrialen Transkripte (Daten nicht 
gezeigt). Der Einfluss von Hitzestress führte, wie bereits erwähnt, zu dem gleichen 
Effekt. Für die Abundanz von Sp-sls1 ergab sich ein Bild, das mit den bisherigen 
Ergebnissen gut korreliert. Während bei der Disruption von Sp-mss116 eine 
Steigerung um 50% beobachtet werden konnte, wurde für die verschiedenen 
Überexpressions-Experimente mit Sp-mss116 fast immer eine Reduktion der Menge 
von Sp-sls1 beobachtet (z.B. Kapitel 3.4.3.3). Dies korrelierte mit einer Erhöhung der 
Transkriptmengen von Sp-sls1 durch eine Disruption von Sp-mss116. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die Regulation der beiden Kerngene miteinander gekoppelt 
ist. In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass Sls1p besonders für die 
Stabilisierung der Transkripte von cox1 und cob verantwortlich ist.  
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3.2 Kontrollfaktoren für die Kontrolle der steady state level 
mitochondrialer Transkripte  
Um Faktoren zu identifizieren, die an der Kontrolle des steady-state levels 
mitochondrialer Transkripte beteiligt sind, wurden verschiedene Techniken 
angewandt. Diese beinhaltten z.B. Mutationsinduktion mittels Ethylmethylsulfonat 
(EMS), ORF-Analyse, die Identifizierung funktioneller Domänen mittels 
Proteindatenbanken und Proteinalignments, wie im Folgenden für einen offenen 
Leserahmen mit Einfluss auf die Verwertbarkeit von fermentierbaren 
Kohlenstoffquellen dargestellt ist. 
 
3.2.1 Isolierung von Sp-pet127 in Schizosaccharomyces pombe 
Um Gene zu identifizieren, welche Einfluss auf das mitochondriale Transkriptom 
haben, wurde nach Mutanten gesucht, die nicht fermentierbare Kohlenstoffquellen 
nicht mehr oder nur verlangsamt verwerten konnten. Hierzu wurde der Wildtyp 
Stamm 130 mit Ethylmethylsulfonat (EMS) behandelt. Resultierende Klone wurden 
parallel auf Medien ausplattiert, die als Kohlenstoffquelle entweder Glukose oder 
Glycerin enthielten. Mutanten, deren Wachstum lediglich auf Glycerin reduziert war, 
wurden weiter untersucht. Hierzu wurden die Mutanten mit zwei unabhängigen 
cDNA-Bibliotheken von S. pombe komplementiert. Die Analyse komplementierender 
Plasmide für eine der Mutanten führte zu der Entdeckung eines 3209 bp großen 
Fragments, das den gesamten ORF SPCC1183.04c lokalisiert auf dem Chromosom 
III enthielt und zusätzlich 845 bp des 3´-Endes des lig4 Gens. Da dieses Gen laut 
Datenbankanalyse ein Intron enthielt, wurde cDNA des ORFs aus dem Wildtyp 
isoliert und in den Vektor pREP4 (Siam et al., 2004) kloniert. Mit diesem Vektor 
wurde die untersuchte Mutante erneut transformiert. In den Transformanten wurde 
der zuvor beobachtete Wachstumsdefekt komplementiert. So wurde nachgewiesen, 
dass der untersuchte ORF ursächlich für den beobachteten Phänotyp war. Im 
Folgenden wurde durch Datenbankanalyse untersucht, ob dem identifizierten Gen 
funktionelle Domänen zugeordnet werden könnten und nach Homologen in anderen 
Organismen gesucht.  
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3.2.2 Untersuchung auf funktionale Domänen 
Die Proteinsequenz des ORFs SPCC1183.04c, wurde mittels Datenbank-Recherche 
bei Prodom, Pfam, PRO SITE, ProtParam, und InterProScan genauer untersucht. 
Das analysierte Protein bestand aus 524 Aminosäuren, besaß eine Masse von 60.7 
kDa mit einem isoelektrischen Punkt bei pH 10,0 (Hulo et al., 2008). Funktionelle 
Domänen wie beispielsweise RNA-Bindedomänen und ähnliches konnten nicht 
nachgewiesen werden. Ein Signalpeptid oder eine Transmembran-Domäne konnten 
nicht identifiziert werden (Wiesenberger et al., 2007). Eine Analyse mit MitoProtII 
(Carlos und Vincens, 1996) zeigte, dass es trotz fehlendem Signalpeptid mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 92% mitochondrial lokalisiert ist und ein Funktionsverlust 
damit großen Einfluss auf die mitochondriale Funktion haben könnte. 
 
3.2.3 Alignment von Sp-Pet127p mit homologen Genen 
Um einen ersten Eindruck über die Funktion von Sp-pet127 zu gewinnen, wurde 
überprüft, ob in weiteren Organismen Homologe dieses Gens existieren und was 
über ihre Funktion bekannt war. Hierzu wurde durch Datenbankanalyse mittels NCBI-
Blast (Altschul und Koonin, 1998) nach homologen Gensequenzen gesucht.  
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Abbildung 10: Alignment des konservierten zentralen Bereiches der Pet127p Superfamilie. 
Die Proteinsequenz zum Gensegment Sp-pet127 wurde unter Verwendung der Tcoffee-Software 
(Notredame et al., 2000) mit folgenden Sequenzen verglichen: Schizosaccharomyces pombe (S.p.: 
NP_587887.1), Saccharomyces cerevisiae (S.c.: YOR017W), Coccidioides immitis (C.i.: 
XP_001249026.1), Talaromyces stipitatus (T.s.: EED12444.1), Magnaporthe grisea (M.g.: 
XP_367621.1), Podospora anserina (P.a.: XP_001911001.1), Aspergillus niger (A.n.: 
XP_001396597.1), Aspergillus fumigatus (A.f.: EDP47513.1), Aspergillus terreus (A.t.: 
XP_001209661.1), Neosartorya fischeri (N.f.: XP_001257679.1), Paracoccidioides brasiliensis (P.b.: 
EEH50219.1), Penicillium marneffei (P.m.: XP_002153343.1), Aspergillus oryzae (A.o.: 
XP_001822959.1), Ajellomyces capsulatus (A.c.: C0NX79), Neurospora crassa (N.c.: CAC18291.1), 
Ustilago maydis (U.m.: XP_758422.1), Kluyveromyces lactis (K.l.: XP_453706.1), Tetrahymena 
thermophila (T.h.: XP_001025700.1), Candida albicans (C.a.: XP_713972.1), Dictyostelium 
discoideum (D.d.: XP_640352.1), Paramecium tetraurelia (P.t.: XP_001439398.1). In der Abbildung ist 
zentrale Bereich des Proteins zwischen Aminosäure-Rest 61und 236 bezogen auf S. pombe gezeigt. 
 
Der Proteinsequenzvergleich zeigte, dass dieses Protein in einer Vielzahl von 
Organismen mit hoher Konservierung auftritt. Dies gilt besonders für den Bereich 
zwischen dem Aminosäure-Resten 61 und 236, bezogen auf S. pombe (Abbildung 
10). Homologe sind bei den Ascomycota wie zum Beispiel Candida albicans, 
Aspergillus niger und S. cerevisiae, bei den Basidomycota wie Ustilago maydis, aber 
auch bei anderen niederen Eukaryota  zum Beispiel Ciliaten wie Paramecium 
tetraurelia und Tetrahynema thermophila vorhanden. Insgesamt konnte in über 60 
Organismen ein Ortholog von Sp-pet127 nachgeweisen werden. 58 Ascomyceten 
und 6 Basidiomyceten sind unter den identifizierten Organismen. Aber auch in 
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anderen Klassen wurden ähnliche Sequenzen nachgewiesen. Hierzu zählen 
Nematoden, Metazoen und zwei Organismen aus der Plastid-Gruppe. Wie sich im 
weiteren Verlauf der Arbeit zeigen wird, ist ein hoher Grad an Homologie nicht nur im 
Fall von Sp-pet127 gegeben. Untersuchungen zu Sc-PET127 die in S. cerevisiae 
durchgeführt wurden, ergaben kein klares Bild über die Funktion dieses Gens. Für 
Sc-PET127 konnte in S. cerevisae gezeigt werden, dass bei Sc-PET127-
Funktionsverlust die Fähigkeit zur oxidativen Verwertung von Kohlenstoffquellen bei 
erhöhter Temperatur (37°C) deutlich beeinträchtigt wird. Für einige Transkripte wie 
COB oder der 15S rRNA wurde eine Erhöhung der steady state level von 
Transkriptvorläufern nachgewiesen. Mutationen in der 5´-leader-Region der Gene 
COX3 oder COX2 reduzierten die Transkriptmenge der beiden mutierten RNAs im 
Wildtyp deutlich. Durch die Disruption von Sc-PET127 kam es zu einer deutlichen 
Steigerung dieser reduzierten Transkriptmengen. Sc-Pet127p ist in S. cerevisiae in 
der mitochondrialen Matrix lokalisiert. Da aber sowohl die mitochondriale 
Transkription wie auch die Translation in der Matrix stattfinden, konnte die Funktion 
von Sc-PET127 bisher keinem der beiden Prozesse eindeutig zugeordnet werden 
(Wiesenberger et al., 1997). Der Verlust der mitochondrialen DNA bei der 
Überexpression von Sc-PET127 in S. cerevisiae erschwerte die Analyse zusätzlich. 
Alle 5´-Enden der mitochondrialen Transkripte bei der Spalthefe werden entweder 
durch Transkriptions-Initiation an den beiden Promotoren Pma und Pmi  (rnl und cox3) 
oder durch tRNA-punctuation generiert (Schäfer, 2005). Wiesenberger et al. (1997) 
konnten zeigen, dass durch die Disruption von Sc-PET127 die 5´-Prozessierung für 
COB und die 15S rRNA größtenteils unterbleibt. Gerade bei RNAs, die durch 
Prozessierung ihrer 5´-Enden aus polycistronischen Transkripten hervorgehen wie 
VAR1 und ATP6, kam es zur deutlichsten Abnahme der steady state level der 
Transkripte (ca. 80%) in S. cerevisiae. Aus diesen Erkenntnissen ergab sich die 
Frage, ob und in welchem Ausmaß die für die Bäckerhefe beobachteten qualitativen 
Veränderungen der Transkripte auch in S. pombe beobachtet werden könnten.  
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3.3 Funktionelle Charakterisierung von Sp-pet127 
Um die Funktion des Gens Sp-pet127 zu analysieren, wurden Disruptanten der 
Stämme NB205, 972h- und 130 erzeugt und genauer untersucht. Die Erhöhung der 
steady state level wurde in allen Stämmen mittels Northern-Hybridisierung und RT-
PCR bestimmt. Im Folgenden sind die Ergebnisse für den Stamm 130 ∆sp−pet127 
und die zugehörige Überexpressionsmutante 130-pRep4:Sp-pet127 dargestellt. 
 
3.3.1 Untersuchung der S. pombe Mutante ∆sp−pet127 
3.3.1.1 Wachstum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen 
Um zu überprüfen, ob die Disruption von Sp-pet127 einen Einfluss auf die Fähigkeit, 
verschiedene C-Quellen zu nutzen hatte, wurden Wachstumstests auf Vollmedium 
mit Glukose (3% YD) und Vollmedium mit Glycerin (3% YG) durchgeführt. Mittels 
Glycerin als Kohlenstoffquelle wurde analysiert, ob eine Disruption von Sp-pet127 die 
fermentative und oxidative Verwertung unter nicht repremierenden Bedingungen 
beeinflussen konnte. Der Einfluss von verschiedenen Temperaturen auf die 
Disruptante ∆Sp-pet127 wurde durch Inkubation bei 30°C, 17°C und 37°C ana lysiert. 
 
 
Abbildung 11: Wachstumsvergleich des Wildtypstamms 130 und der Disruptante 130 
∆sp−pet127. 
Das Wachstum des Wildtypstamms 130 und des Disruptionsstamms 130 ∆pet127 wurde unter 
Kältestress (17°C, links), Normalbedingungen (30°C,  Mitte) und Hitzestress (37°C, rechts) miteinander 
verglichen. Die verwendete Kohlenstoffquelle ist jeweils neben den Platten angegeben. 
 
Wie Abbildung 11 zeigt, war das Wachstum der Disruptante ∆Sp-pet127 bei erhöhter 
Temperatur und gleichzeitiger Verwendung von nicht-fermentierbarer Kohlenstoff-
quelle gegenüber dem zugrunde liegenden Wildtyp reduziert. Insofern ließ sich an 
dieser Stelle eine Gemeinsamkeit zwischen der Disruption in S. cerevisiae und S. 
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pombe erkennen (Wiesenberger et al., 1997). Alle weiteren Temperatur- und 
Kohlenstoffquelle-Kombinationen ergaben keine Unterschiede im Wachstum von 
Wildtyp und Disruptante. 
 
3.3.1.2 Northern-Hybridisierung der Sp-pet127 Disruptante 
Wiesenberger et al. (1997) zeigten, das es durch die Disruption von Sc-PET127 in S. 
cerevisiae zu Akkumulation von nicht prozessierten Transktiptvorläufern kam. Um zu 
überprüfen, ob auch in S. pombe die Prozessierung der mitochondrialen Transkripte 
beeinflusst war, wurden Zellen bei 30°C und 37°C in kubiert und die qualitative und 
quantitative Transkriptzusammensetzung mittels Northern-Hybridisierung verglichen. 
Die klar erkennbaren Banden von rnl (2822 nt) und rns (1421 nt) wurden für die 
Größenabschätzung der detektierten Transkripte genutzt. Da die Sequenz des 
mitochondrialen Genoms vollständig bekannt ist (Lang et al. 1985) und die 5´- und 
3´-Enden der einzelnen Transkripte bestimmt wurden (Schäfer et al., 2005, Schäfer 
2005), konnten die Transkripte und eventuelle Prozessierungsdefekte eindeutig 
zugeordnet werden.  
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Abbildung 12: Quantitativer und qualitativer Vergleich mitochondrialen Transkriptmengen 
zwischen Wildtyp und Disruptante.  
Vergleich der Transkriptmengen von cox3 und rnpB. Die Expression der Gene wurde für die Stämme 
130 und 130 ∆Sp-pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C und 37° C in Standardmedium 
verglichen. Die Quantifizierung der Signale erfolgte mittels der Sonden DIG-cx3 und DIG-rnpB. Die 
Menge eingesetzter mitochondrialer RNA betrug jeweils 30 µg. 
 
Im Gegensatz zu den Wachstumstests waren bei den Northern-Hybridisierungen 
deutliche Unterschiede zwischen S. cerevisiae und S. pombe bezüglich der 
Transkriptqualität zu erkennen. Wie in Abbildung 12 exemplarisch gezeigt, führte die 
Disruption von Sp-pet127 zu keinen Prozessierungsdefekten. Es wurde aber eine 
Erhöhung der steady state level der reifen mRNAs mitochondrialer Transkripte wie im 
Fall von cox3 und rnpB festgestellt. Wie bereits erwähnt, werden fast alle 5´-Enden 
der mitochondrialen mRNAs durch tRNA-punctuation gebildet. Bei rnl und cox3 
entstehen sie bereits durch die Transkriptions-Initiation. Insofern war zu erwarten, 
dass es bei keinem der mitochondrialen Transkripte zu einer Erhöhung der steady 
state level von mRNA-Vorläufern kam, wie sie in S. cerevisiae beobachtet worden 
war (Wiesenberger et al., 1998). Exemplarisch sind die Hybridisierungs-Ergebnisse 
von cox3 und rnpB dargestellt. Während zwischen Wildtyp und Mutante hinsichtlich 
der Transkriptqualität kein Unterschied bestand, zeigten sich bei dem Einfluss auf die 
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Transkriptquantität teilweise deutliche Veränderungen, z.B. eine starke Zunahme von 
reifer cox3-mRNA in der Sp-pet127-Disruptante. Diese war unter Hitzestress (37°C) 
stärker ausgeprägt als bei 30°C. Beim Wildtyp waren  lediglich die Banden der reifen 
mRNA zu erkennen, bei der Disruptante wurden Degradations-Intermediaten als 
dunkle Wolke unterhalb der mRNA Bande detektierbar. Dieser Effekt war auch für 
rnpB zu erkennen. Zusätzlich konnte bei 37°C ein tRNA-h altiges Vorläufer-Transkript 
nachgewiesen werden. Dieses trat sowohl bei der Mutante als auch beim Wildtyp 
auf, so dass dieser Effekt nicht auf Sp-pet127 zurückzuführen ist. In S. cerevisiae 
konnte gezeigt werden, dass Sc-PET127 an der 5´-Prozessierung beteiligt ist (Fekete 
et al., 2008; Krause und Dieckmann, 2004), so das es durch die Disruption von Sc-
PET127 zu 5´-Prozessierungsdefekten kommt (Wiesenberger et al., 1997). Da in S. 
pombe neben der tRNA-punctuation keine 5´-Prozessierung benötigt wird (Schäfer et 
al., 2005), waren derartige Effekte unwahrscheinlich und wurden auch nicht 
beobachtet. Die Aufgabe von Sp-pet127 beschränkt sich in S. pombe auf die 
Kontrolle der Qualität und der steady state level mitochondrialer Transkripte.  
 
3.3.1.3 Quantitative Analyse der Transkripte der Sp-pet127-Disruptante 
Um die durch die Northern-Hybridisierung nachgewiesene Erhöhung der steady state 
level in der Sp-pet127-Disruptante genauer bestimmen zu können, wurden die 
Transkriptabundanzen mittels des bereits unter Kapitel 3.1.1 gezeigten qRT-PCR-
Systems quantifiziert.  
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Abbildung 13: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Disruption 
von Sp-pet127 im Stamm 130. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130 und 130 ∆Sp-pet127 bei einer 
Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium (YD ) verglichen. Die Transkriptmengen der 
einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative 
Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆Sp-pet127/ 130; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei 
biologischen Replikaten. 
 
Abbildung 14: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Disruption von 
Sp-pet127 im Stamm 130. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130 und 130 ∆Sp-pet127 bei einer 
Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium (YD ) verglichen. Die Transkriptmengen der 
einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative 
Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆Sp-pet127/ 130; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei 
biologischen Replikaten. 
 
Die Disruption von Sp-pet127 im Stamm S. pombe 130 führte zu einer Erhöhung der 
steady state level der untersuchten mitochondrialen Transkripte, mit Ausnahme von 
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cob. Die RNAs von cox3, atp6, rps3 und cox2, wurden um den Faktor 3 bis 4 erhöht. 
Der Anstieg für rns (Faktor 1,7) war weniger stark ausgeprägt als für rnl (Faktor 3,3). 
Da es sich bei Rps3p um ein Protein der kleinen ribosomalen Untereinheit handelt, 
ist ein direkter Einfluss von Sp-pet127 auf die Translation nicht auszuschließen. Dass 
die Transkriptmenge von cob gänzlich unbeeinflusst blieb, legt eine abweichende 
Kontrolle im Vergleich zu den anderen untersuchten Transkripten nahe. Die 
Disruption von Sp-pet127 führte, wie auch bei Sp-sls1, zu einer deutlichen Erhöhung 
der steady state level der kernkodierten Transkripte von rpm2 und rpm1. Diese Gene 
sind an der korrekten Prozessierung der 5´- und 3´-Enden der mitochondrialen 
Vorläufer-RNAs beteiligt (Hoffmann et al., 2008). Die RNAs der an der 
Transkriptions-Initation (Sp-rpo41 und Sp-mtf1) beteiligten Gene erhöhte sich nur 
leicht. Die RNA-Menge der Helikase Sp-mss116 erfuhr keine Veränderung. 
 Wie schon aufgrund der quantitativen Auswertung der Northern-Hybridisierung 
vermutet, führte die Disruption von Sp-pet127 in S. pombe insgesamt zu einer 
Erhöhung der Summe der mitochondrialen Transkripte. Unbeeinflusst war die Menge 
der cob-mRNA, dieses Transkript unterliegt anscheinend einem anderen 
Regulationsmechanismus. Aus der Arbeit Wiesenberger et al. (1997) war bekannt, 
dass die Disruption von Sc-PET127 zu einer Erhöhung der steady state level von 
cob-mRNA-Vorläufern in S. cerevisiae führt. Weiterhin wurde berichtet, dass es in S. 
cerevisiae bei dem tRNAE-COB Operon zwischen den codierenden Bereichen zu 
Transkript-Attennuation und beschleunigtem RNA-Abbau kommt, bei welchem eine 
Beteiligung von Sc-Pet127p postuliert wird. Diese spiegelt sich im asymmetrischen 
Verhältnis zwischen tRNAE und der COB-mRNA wieder. (Krause und Dieckmann, 
2004). Da bei S. pombe das 5´-Ende des Transkriptes bereits durch die Abspaltung 
der tRNA generiert wird, konnte dieser Effekt keinen Einfluss auf die Trankript-
Erhöhung der steady state level in Wildtyp und Disruptante ausüben. Gleiches gilt für 
die Beobachtung, dass Sc-Pet127p eine 5´3´-Exonuklease Funktion beinhalten 
soll. (Fektete et al., 2007). Zum einen wird diese Funktion aufgrund des 
unterschiedlichen Aufbaus der mitochondrialen Genome und der daraus 
resultierenden unterschiedlichen Prozessierung in S. pombe nicht benötigt. Zum 
anderen zeigen die Datenbankrecherchen, zumindest für S. pombe, dass innerhalb 
von Sp-Pet127p keine konservierten Domänen vorliegen, die auf eine RNA-bindende 
Funktion oder eine Exonukleasefunktion hindeuten. Dies zeigt, dass die durch die 
Disruption von Sp-pet127/Sc-PET127 ausgelösten Effekte in den beiden Hefen zwar 
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teilweise ähnlich sind, wie z.B. der Wachstumsphänotyp, sich aber auch 
Anpassungen an die in den verschiedenen Organismen veränderte 
Aufgabensituation ergeben haben. 
 
3.3.2 Untersuchung der Überexpressionsmutante von Sp-pet127 
Petite-positive Hefen, wie z.B. S. cerevisiae, verlieren häufig ihr mitochondriales 
Genom durch den Einfluss chemischer Agenzien oder die Überexpression bzw. 
Disruption bestimmter Gene, die an der mitochondrialen Funktion beteiligt sind 
(Wiesenberger et al., 1997; Contamine und Picard, 2000). Dies erschwert die 
Untersuchung des Einflusses kernkodierter Gene und ihrer Genprodukte auf die 
mitochondriale Transkription. Mittels einer Überexpressionsmutante von Sp-pet127 in 
S. pombe sollte untersucht werden, ob der mitochondriale DNA-Verlust, der in S. 
cerevisiae beobachtet werden konnte, möglicherweise in S. pombe nicht als 
Phänotyp auftritt und damit eine Functional Genomics Analyse in S. pombe 
erleichtert wäre. 
 
3.3.2.1 Überprüfung des mitochondrialen DNA-Verlust durch die 
Überexpression von Sp-pet127 
Um sicherstellen zu können, dass in S. pombe durch Sp-pet127 verursachte Effekte 
nicht auf dem Verlust von mitochondrialer DNA beruhten, wie er bei S. cerevisiae zu 
beobachten ist, wurde eine DAPI Färbung durchgeführt, die mitochondriale DNA in 
Hefezellen als einzelne Punkte sichtbar macht. Hierzu wurde ein Stamm verwendet, 
der durch ungerichtete Mutagenese erzeugt wurde und in der Lage ist, auch ohne 
mitochondriale DNA zu wachsen. (Haffter und Fox, 1992). Verglichen wurden 
Stämme, welche nur einen Leer-Vektor trugen, mit solchen, welche den ORF von 
SpCC1183.04c (Sp-pet127) im gleichen Vektor überexprimierten. 
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Abbildung 15: DAPI-Färbung von Kontrollstamm und Überexpressionsmutante. 
Im linken Bild sind Zellen zu sehen, die mit dem leeren Kontrollvektor pRep4 transformiert waren, 
während im rechten Bild Zellen gezeigt werden, welche den ORF von Sp-pet127 überexprimierten. 
Die kernkodierte DNA ist als Anhäufung im Zellkern zu erkennen, während die mitochondriale DNA 
über die gesamte Zelle verteilt ist. 
 
Wie aus Abbildung 15 zu erkennen ist, konnte auch nach mehreren 
Subkultivierungszyklen kein Unterschied zwischen Wildtyp und 
Überexpressionsmutante detektiert werden. In beiden Stämmen sind sowohl der 
Zellkern als großer heller Bereich als auch die mitochondriale DNA als kleine helle 
Punkte erkennbar. Die Überexpression von Sp-pet127 übt keinen negativen Effekt 
auf die Stabilität der mtDNA aus, auch wenn der verwendete Stamm zum Verlust 
dieser befähigt ist. Neben der Feststellung, dass Sp-pet127 zu keinen 
Prozessierungsdefekten bei mitochondrialen Transkripten führt, liegt hierin ein 
weiterer deutlicher Unterschied zwischen Sp-pet127 und Sc-PET127 
 
3.3.2.2 Einfluss der Sp-pet127 Überexpression auf das Wachstumsverhalten 
Da es bereits durch die Disruption von Sp-pet127 zu Wachstumsunterschieden bei 
bestimmten Kohlenstoffquellen und Temperaturen gekommen war, sollte untersucht 
werden, ob es auch durch die Überexression zu einer Veränderung des Wachstums 
kommen würde.  
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Abbildung 16: Wachstumsvergleich des Wildtypstamms 130-pRep4:() und der 
Überexpressionsmutante 130-pRep4: Sp-pet127. 
Das Wachstum des Wildtypstamms 130 und der Überexpressionsmutante 130-pRep4:pet127 wurde 
unter Kältestress (17°C, links), Normalbedingungen (30°C, Mitte) und Hitzestress (37°C, rechts) 
miteinander verglichen. Die verwendete Kohlenstoffquelle ist jeweils neben den Platten angegeben. 
 
Die Auswirkungen der Überexpression von Sp-pet127 in S. pombe wurde mit 
Wachstumstests auf Minimalmedium überprüft. Zum einen erfolgte der Vergleich 
nach Zusatz unterschiedlicher Kohlenstoffquellen (Glukose, Glycerin mit Glukose-
Starter und reines Glycerin), zum anderen bei verschiedenen Temperaturen. Bei der 
Verwertung von Glukose waren zwischen dem Wildtypstamm (130-pR4:()) und der 
Überexpressionsmutante (130-pR4:Sp-pet127) keine Unterschiede bei den 
verschiedenen Temperaturen zu erkennen. Bei dem Wachstum auf Glycerin war bei 
17°C und 37°C das Wachstum der Überexpressionsmutan te im Vergleich zum 
Wildtyp geringfügig reduziert. Die Wachstumsreduktion war für reines Glycerin 
stärker ausgeprägt als bei Glycerin mit Glukose-Starter als Kohlenstoffquelle. Im 
Vergleich zur Disruption zeigte sich bei der Überexpression auch bei niedrigen  
Temperaturen für S. pombe ein verlangsamtes Wachstum auf nicht fermentierbaren 
Kohlenstoffquellen, möglicherweise verursacht durch eine Sp-pet127-vermittelte 
Störung des RNA-Metabolismus. Um den Einfluss der Temperatur auf den 
quantitativen Vergleich der Transkriptmengen möglichst gering zu halten, wurden 
Wildtyp und Überexpressionsmutante bei 30°C miteina nder verglichen.  
 
3.3.2.3 Quantitative Analyse der Transkripte der Sp-pet127 
Überexpressionsmutante 
Da die Disruption von Sp-pet127 zu einer Erhöhung der steady state level der 
mitochondrialen Transkripte geführt hatte, wurde vermutet, dass die Überexpression 
zu einer Reduktion der Transkriptmengen führen würde. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, wurden die Transkriptmengen der mitochondrialen und einiger 
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kernkodierter Gene mit Einfluss auf die Mitochondrienfunktion mittels qRT-PCR 
analysiert.  
 
 
 
Abbildung 17: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-pet127-
Überexpression. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130-pRep4:() und 130-pRep4:Sp-
pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) verglichen. Die 
Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130-pRep4:Sp-pet127/130-pRep4:(); 
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 18: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130-pRep4:() und 130-pRep4:Sp-
pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) verglichen. Die 
Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130-pRep4:Sp-pet127/130-pRep4:(); 
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten 
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Die Überexpression von Sp-pet127 resultierte in einer differentiellen Beeinflussung 
der untersuchten mitochondrialen Transkripte. Während sich die Menge der 
Transkripte von rnl, cox1, cox3, cob, rps3 und cox2 nicht signifikant änderte, wurden 
die Mengen der RNAs von rns, atp6, atp8, atp9 und rnpB um bis zu 50% reduziert. 
Die Expression von Sp-pet127 selbst war um das 15 fache im Vergleich zum Wildtyp 
erhöht. Diese Überexpression führte zu einer 30 bis 40%igen Reduktion von an der 
Transkriptions-Initiation (Sp-rpo41, Sp-mtf1) und an der Prozessierung beteiligten 
(Sp-mss116, rpm1 und rpm2) Genen. Die Expression von Sp-sls1 wurde nicht 
beeinflusst. Im Vergleich zu Disruption war der Effekt der Überexpression auf das 
mitochondriale Transkriptom geringer ausgeprägt. Während bei der Disruption alle 
mRNAs eine Erhöhung von bis zu Faktor 5 erfuhren, übte die Überexpression von 
Sp-pet127 einen differentielleren Einfluss aus. Unter den RNAs, welche in ihrer 
Menge reduziert wurden, waren nicht nur translatierte mRNAs wie z.B. atp8 oder 
atp9, sondern auch RNAs, die nicht translatiert wurden. Zu letzteren gehören die 
Transkripte der kleinen ribosomalen Untereinheit (rns) und der ribosomale Anteil der 
RNase P (rnpB). RNase P ist neben RNaseZ gerade bei der Prozessierung der 
mitochondrialen Vorläufer durch tRNA-punctuation wichtig (Schäfer, 2005). Durch die 
Reduktion des RNA-Metabolismus, die sich in den reduzierten steady state level der 
kernkodierten Transkripte widerspiegelt, wird auch der Bedarf an tRNA-
Prozessierung reduziert, was zu verringerten steady state level von rnpB führte. 
Gestützt wurde diese Hypothese durch die veränderte Expression kernkodierter 
Gene mit Einfluss auf das mitochondriale Transkriptom. Sowohl Gene, die für die 
Transkriptions-Initiation benötigt werden (Sp-rpo41 und Sp-mtf1), als auch Gene der 
Vorläufer-Prozessierung (Sp-mss116, rpm1 und rpm2) wurden in der 
Überexpressionsmutante weniger stark exprimiert. Durch die Überexpression von 
Sp-pet127 wird die Kontrolle des mitochondrialen Transkriptioms derart stark, dass 
die Zelle mit einer Reduktion des Gesamt-Turnovers reagiert. Zusammenfassend 
kann gesagt werden, dass die bisher dargestellten Ergebnisse, auf eine 
Beeinflussung der mitochondrialen Transkription durch Sp-pet127 hindeuten. 
Während die Disruption zu einer Erhöhung der steady state level der meisten 
Transkripte führte, erniedrigte die Überexpression des ORFs die mitochondrialen 
Transkriptmengen. Hieraus lässt sich ableiten, dass Sp-pet127, ähnlich wie in S. 
cerevisiae (Wiesenberger et al., 1997), auch in S. pombe eine Kontroll-Funktion für 
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die steady state level der mitochondrialen Transkripte wahrnimmt, aber im Gegesatz 
zu S. cerevisiae selbst keinen Einfuss auf die Transkriptprozessierung hat.  
 
3.4 Identifikation möglicher Interaktionspartner von Sp-pet127 
Die bioinformatischen Analysen des ORF Sp-pet127 zeigten keine bekannten 
funktionellen Domänen, die auf eine Interaktion mit RNA hindeuteten. Um mögliche 
Interaktionspartner zu identifizieren, wurde der offene Leserahmen von Sp-pet127 in 
einer Reihe von Mutanten überexprimiert, die Störungen im mitochondrialen RNA-
Metabolismus aufwiesen. Wenn das mutierte Gen ein Adressat von Sp-pet127 ist, so 
sollte es durch die Überexpression zu keinen Veränderungen der mitochondrialen 
Transkriptmengen kommen, da der Effektor fehlt. Führt die Überexpression von Sp-
pet127 zu veränderten Transkriptmengen, sind die entscheidenden 
Interaktionspartner von Sp-pet127 immer noch aktiv. Weiterhin war es möglich zu 
untersuchen, welche Kontrollparameter von Sp-pet127 erkannt werden. Würde Sp-
pet127 seine Kontrollfunktion besonders bei Mutanten ausüben, die sich durch eine 
Veränderung der steady state level der mitochondrialen Transkripte auszeichnet, 
oder dann, wenn die Prozessierung der Transkripte betroffen ist. Zusätzlich wurden 
die offenen Leserahmen von kernkodierten Genen, die am RNA-Metabolismus 
beteiligt sind, in der Sp-pet127 Disruptante überexprimiert, wiederum mit der 
Zielsetzung, mögliche Interaktionspartner zu identifizieren.  
 
3.4.1 Beteiligung des Prozessosoms an der Funktion von Sp-pet127 in S. 
pombe 
Als erstes wurde die Beteiligung der Exoribonuklease rpm1 und der Helikase rpm2 
untersucht. Wie in der Arbeitsgruppe Schäfer gezeigt werden konnte, bilden diese 
beiden Proteine ein mitochondrial lokalisiertes Prozessom, das für die Bildung des 
3´-Endes reifer Transkripte verantwortlich ist (Hoffmann et al., 2008). Während die 
Disruption der RNase rpm1 lediglich zu falsch prozessierten 3´-Enden führte, sorgte 
die Disruption der Helikase rpm2 wie auch die Disruption beider Gene (rpm1 und 
rpm2) für Prozessierungsdefekte auf beiden Seiten der mitochondrialen Transkripte. 
Diese waren in der Doppeldisruptante stärker ausgeprägt. Des Weiteren konnte für 
alle Disruptanten eine Zunahme der Menge bei den meisten mitochondrialen 
Transkripten festgestellt werden (Hoffmann et al., 2008). Wie bereits aus S. 
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cerevisiae bekannt war, reduziert Sc-PET127 die Mengen von mitochondrialen 
Transkripten, welche ein fehlerhaftes 5´-Ende aufweisen. Mit der Verwendung der 
Mutanten ∆rpm1, ∆rpm2 und ∆rpm1 ∆rpm2 sollte überprüft werden, welchen Einfluss 
die verschiedenen Prozessierungsdefekte auf die Degradation mitochondrialer 
Transkripte durch Sp-pet127 haben. Beruht die Kontrollfunktion von Sp-pet127 auf 
defekten 3´-Enden, so sollten die Transkripte in allen drei Mutanten einem 
verstärkten Abbau unterliegen. Wenn die Wirkung von Sp-pet127 besonders durch 
das veränderte 5´-Ende induziert würde, müsste der Effekt in den beiden 
Disruptanten der Helikase rpm2 verstärkt auftreten. Wäre das intakte Prozessosom 
ein Interaktionspartner von Sp-pet127, so dürfte durch die Überexpression keinerlei 
Veränderung der mitochondrialen Transkriptmengen erzielt werden.  
 
3.4.1.1 Überexpression von Sp-pet127 in der Mutante 130 ∆rpm1 (RNase) 
In der Mutante ∆rpm1 waren lediglich die 3´-Enden der mitochondrialen Transkripte 
fehlerhaft prozessiert (Hoffmann et al., 2008). Die Transkriptmengen von rps3 und 
atp8 waren geringfügig stärker reduziert (-20%) im Vergleich zu einer 
Überexpression im Wildtypstamm. Die Menge kernkodierter Transkripte zeigten 
keine signifikanten Mengenveränderungen (Daten nicht gezeigt). 
Die regulierende Funktion von Sc-PET127 in S. cerevisiae wurde durch 
Veränderungen im 5´-Leader von COX2 und COX3 induziert. Die 5´-Enden der 
Transkripte von S. pombe sind in der Mutante ∆rpm1 hingegen nicht fehlerhaft. Da 
durch die Überexpression von Sp-pet127 die steady state level der mitochondrialen 
Transkripte mit Prozessierungsdefekten im 3´-Bereich nicht stärker reduziert wurden 
als die korrekt prozessierten Transkripte im Wildtyp, kann angenommen werden, 
dass das 3´-Ende der mitochondrialen Transkripte auf die Kontrollfunktion von Sp-
pet127 keinen Einfluss hat. 
 
3.4.1.2 Überexpression von Sp-pet127 in der Mutante 130 ∆rpm2 (Helikase) 
Wie aus den quantitativen Bestimmungen der Disruptante bekannt war, fiel die 
Erhöhung der steady state level mitochondrialer Transkripte bei Verlust der Helikase 
geringfügig stärker aus als bei Verlust der RNase. Im Gegensatz zur RNase-
Disruptante zeigte die Helikase-Disruptante jedoch Prozessierungsfehler an beiden 
Enden der mitochondrialen Transkripte (Hoffmann et al., 2008). Nachdem im letzten 
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Kapitel gezeigt werden konnte, dass das 3´-Ende der Transkripte keinen Einfluss auf 
die Kontrollfunktion von Sp-pet127 hat, würde eine verstärkte Degradation in der 
Helikase-Mutante daraufhindeuten, dass der Zustand des 5´-Endes für die 
Kontrollfunktion Sp-pet127 von entscheidender Bedeutung ist.  
 
 
 
Abbildung 19: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Helikasen-Disruptante 130 ∆rpm2. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆rpm2-pRep4:() und 130 ∆rpm2-
pRep4:Sp-pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) verglichen. 
Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆rpm2-pRep4:Sp-pet127 /130 ∆rpm2-
pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 20: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Helikasen-Disruptante 130 ∆rpm2. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆rpm2-pRep4:() und 130 ∆rpm2-
pRep4:Sp-pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) verglichen. 
Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆rpm2-pRep4:Sp-pet127 /130 ∆rpm2-
pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Die Überexpression von Sp-pet127 in der Helikase-Disruptante (Abb. 20) führte zu 
einer Reduktion der mitochondrialen Transkripte um 50%. Die Transkriptmengen von 
cox3 und rnl wurden um etwa 25% reduziert, wohingegen die Transkriptmenge von 
rns unverändert blieb. Bei den kernkodierten Transkripten (Abb. 21) wurde nur für 
Sp-rpo41 eine Steigerung von 50% und für Sp-sls1 von 100% nachgewiesen. Die 
übrigen Transkripte blieben unbeeinflusst. 
Unter der Annahme, dass Sp-pet127 nur einen Einfluss auf die Transkriptmenge 
ausübt, müsste sowohl für die rpm1- als auch die rpm2-Disruptante eine einheitliche 
Reduktion der mitochondiralen Transkripte nach Überexpression von Sp-pet127 
erfolgen. Jedoch konnte in beiden Fällen keine Umkehrung der Disruptionseffekte 
durch eine Überexpression von Sp-pet127 erzielt werden. Dies schließt einen rein 
quantitativen Kontrollmechanismus von Sp-pet127 aus. Vor allem aber ist nur in der 
Helikase-Disruptante eine generelle Abnahme der mitochondrialen Transkripte zu 
beobachten. Als Erklärung für die unterschiedlichen Effekte bietet sich die 
Transkriptqualität, vermittelt durch die 5’- und 3’-Enden, an. Wie in Hoffmann et al. 
2008 dargestellt wurde, resultieren aus der Disruption der RNase rpm1 Transkripte, 
deren 3´-UTR zwar durch tRNA-punctuation generiert werden konnte, aber nicht bis 
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zum C-Core Motiv abgebaut wurde. Der Wachstumsdefekt auf Glycerin spricht zwar 
eindeutig dafür, dass damit die Translation der Transkripte unterbunden wird, aber 
die 5´-Enden der Transkripte sind intakt, da die 5´-Enden alleine durch tRNA-
punctuation entstehen. Scheinbar werden derart fehlerhafte Transkripte nicht von Sp-
Pet127p erkannt und nicht der Degradation zugeführt. Dieses für sich alleine 
betrachtet ließe den Schluss zu, dass durch die Disruption der RNase die 
Degradation in den Mitochondrien zum Erliegen kommt. Betrachtet man hingegen die 
Effekte von Sp-Pet127p auf die Helikasen-Mutante, so wird klar, dass auch Zellen, 
die Teile des Degradosoms/Prozessosoms verloren haben, trotzdem noch in der 
Lage sind, 50% des mitochondrialen Transkriptoms zu degradieren. Dies lässt zwei 
Schlussfolgerungen zu: Erstens kann der Komplex aus Rpm1p und Rpm2p nicht der 
primäre Degradationskomplex sein, weil auch in seiner Abwesenheit starke 
Degradation möglich ist; zweitens wird der Sp-pet127-Effekt nicht über diesen 
Komplex vermittelt, da auch in diesem Fall kein Einfluss von Sp-Pet127p vorhanden 
sein dürfte.  
 
3.4.1.3 Überexpression von Sp-pet127 in der Mutante 130 ∆rpm1 ∆rpm2 
Wie Hoffmann et al. (2008) in der Arbeitsgruppe Schäfer zeigen konnte, führte die 
separate Disruption von rpm2 und rpm1 zu einer sehr ähnlichen Veränderung des 
mitochondrialen Transkriptmusters, welches durch eine Überexpression von Sp-
pet127 jedoch differentiell beeinflusst wurde. Während bei Disruption der RNase 
durch Sp-pet127 keine signifikanten Veränderungen zu beobachten waren, führte die 
Sp-pet127-Überexpression in der Helikasen-Mutante zu einer deutlichen Reduktion 
der mitochondrialen steady state level. Diese Erkenntnisse deuteten darauf hin, dass 
Rpm1p und Rpm2p nicht das mitochondriale Degradosom bilden. Um ausschließen 
zu können, dass die Disruption des gesamten Prozessosoms/Degradosoms die 
allgemeine Fähigkeit zur effizienten RNA-Degradation in den Mitochondrien 
unterbindet, wurde auch die Überexpression von Sp-pet127 in der Doppel-
Disruptante genauer untersucht. Die Disruption der RNase rpm1 führte dazu, dass 
lediglich die tRNA-Prozessierung korrekt durchgeführt wurde, während der 3´-Abbau 
bis zum C-Core Motiv unterblieb. Trotzdem wäre es möglich gewesen, dass diese 
RNase eine zentrale Rolle in der Degradation spielt. Bei der Disruption der 
assoziierten Helikase Rpm2p könnte eine andere Helikase deren Aufgabe 
übernehmen. So konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass durch die 
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Überexpression der Helikase Sc-MSS116, die durch die Disruption von SUV3, dem 
Ortholog von rpm2, aufgetretenen Atmungsdefekt teilweise komplementiert werden 
kann. Hierbei wird unter anderem die aus der Disruption resultierende Erhöhung der 
steady state level von unprozessierten mitochondrialen Vorläufertranskripten auf das 
Wildtypniveau reduziert (Minczuk et al., 2002). Um ausschließen zu können, dass in 
S. pombe durch eine alternative Helikase die Funktion der RNase rpm1 weiterhin 
gewährleistet bleibt, wurde die Überexpression von Sp-pet127 in der rpm1-rpm2-
Doppel-Disruptante durchgeführt. Aus den Northern-Hybridisierungen und der 
Sequenzierung der mitochondrialen Transkripte war bekannt, dass die auftretenden 
Prozessierungsdefekte in der Doppel-Disruptante noch stärker ausgeprägt waren als 
bei einer alleinigen Disruption von rpm2. Die 5´-Enden der Transkripte waren 
teilweise bis in die offenen Leserahmen hinein abgebaut (HOFFMANN et al., 2008). 
Aufgrund dieser Defekte sollte die Überexpression von Sp-pet127 in der Doppel-
Disruptante zu einer, im Vergleich zu den Einzel-Disruptanten, verstärkten Reduktion 
der Transkriptmengen führen. Würde durch die Disruption beider 
Prozessosomenkomponenten die Fähigkeit zur RNA-Degradation hingegen weiter 
eingeschränkt oder vollständig unterbunden, so sollte die Reduktion geringer 
ausfallen als bei der Helikasen-Disruptante. 
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Abbildung 21: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Prozessosomen-Disruptante 130 ∆rpm1 ∆rpm2. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130 ∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:() und 
130  ∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆rpm1  ∆rpm2-
pRep4:Sp-pet127 /130 ∆rpm1  ∆rpm2-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei 
biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 22: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Prozessosomen-Disruptante 130 ∆rpm1 ∆rpm2. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130 ∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:() und 
130  ∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-pet127 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130 ∆rpm1  ∆rpm2-
pRep4:Sp-pet127/130 ∆rpm1  ∆rpm2-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei 
biologischen Replikaten. 
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Der überwiegende Teil der untersuchten mitochondrialen Transkripte wurde in der 
Menge um 60% bis 80% reduziert (Abb. 22). Die Doppelmutante zeigte damit die 
stärksten Veränderungen aller quantitativ analysierten Effekte von Disruptanten und 
Überexpressionen. Die rnl Transkriptmenge blieb unverändert, wobei bekannt war, 
dass dieses Transkript einem anderen Prozessierungsmuster folgt als die restlichen 
Transkripte (Schäfer et al., 2005). Auch für die kernkodierten Transkripte konnten 
deutliche Veränderungen beobachtet werden. Während die Menge von Sp-rpo41 und 
Sp-mtf1 durch die Sp-pet127-Überexpression geringfügig abnahm (Abb. 23), wurden 
die RNAs von Sp-mss116 und Sp-sls1 auf ungefähr 50% reduziert. Bei der 
vollständigen Disruption des Prozessosoms (rpm1 und rpm2) führt die 
Überexpression von Sp-pet127 zu stärkeren Effekten als bei der Disruption der 
Helikase alleine. Die durch die Doppeldisuption erhöhten steady state level 
mitochondrialer Transkripte konnten durch die Überexpression von Sp-pet127 stärker 
reduziert werden als in der Helikasen-Disruptante. Diese Reduktion ist nur möglich, 
wenn die allgemeine RNA-Degradation der Mitochondrien größtenteils 
unbeeinträchtigt durch die Disruption von rpm1 und rpm2 ist. Es kann deshalb 
angenommen werden, dass Rpm1p und Rpm2p ein Prozessosom formen, welches 
für die korrekte Prozessierung und die Atmungsfähigkeit unverzichtbar ist. Ein 
genereller Einfluss auf die RNA-Degradation, wie es für S. cerevisiae postuliert 
(Dziembowski et al., 2003) wurde, kann ebenso ausgeschlossen werden wie eine 
Rolle des Prozessosoms bei der Kontrolle der Transkriptqualität durch Sp-Pet127p, 
da auch bei vollständiger Disruption die Kontrollfunktion erhalten bleibt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass für die Kontrolle durch Sp-Pet127p das 5´-Ende der 
mitochondrialenTranskripte von entscheidender Bedeutung ist. Im Fall der RNAse-
Disruptanten (rpm1) sind nur die 3´-Enden der Transkripte unvollständig prozessiert, 
durch die Überexpression von Sp-pet127 ist keine zusätzliche Reduktion der steady 
state level möglich. In den Mutanten ∆rpm2 (Helikase) und besonders in ∆rpm1 
∆rpm2 (vollständiges Prozessosom) sind zusätzlich die 5´-Enden fehlerhaft 
prozessiert und es kommt zu einem verstärkten Abbau der mitochondrialen 
Transkripte. Feteke et al. (2007) haben die Hypothese aufgestellt, dass Sc-Pet127p 
mit Hilfe einer 5´3´-Exonuklease für die Transkriptreifung einer Reihe von 
Transkript-Vorläufern verantwortlich ist, zu denen unter anderem das cob-Transkript 
zählt. Die Bindung des COB-Bindeproteins CBP1p im 5´-UTR schützt die RNA vor 
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der Nuklease und der weitere Abbau wird unterbunden. Für S. pombe kann eine 
Beteiligung an der 5´-Transkript-Prozessierung ausgeschlossen werden, da die 5´-
Enden entweder durch die Transkritpions-Initiation entstehen oder im Rahmen der 
tRNA-punctuation gebildet werden (Schäfer et al., 2005), aber für die Kontrolle der 
Transkriptqualität sind auch in S. pombe die 5´-Enden der RNAs von entscheidender 
Bedeutung. Die Kontrolle von cob durch Sp-pet127 stellt in S. pombe einen 
Sonderfall dar. Im Wildtyp wird der steady state level von cob weder durch die 
Disruption noch durch Überexpression signifikant beeinflusst (Kapitel 3.3.1.3 und 
3.3.2.3), so dass angenommen wurde, dass die Kontrolle der cob-RNA nicht von Sp-
pet127 gewährleistet wird. Kommt es durch genetische Veränderungen wie der 
Disruption des Prozessosoms zu Prozessierungsdefekten am 5´-Ende des 
Transkripts, kann Sp-Pet127p auch die Menge der cob-RNA um über 70% 
reduzieren. Wie sich im weiteren Verlauf der Untersuchungen zeigen wird, ist auch 
für den Einfluss von Sp-sls1 die fehlerhafte Prozessierung der cob-Transkripte von 
entscheidender Bedeutung. Auffallend bei den kernkodierten Genen waren die 
Veränderungen der Sp-mss116 und Sp-sls1 Transkriptmengen. Die Abnahme von 
cob-Transkripten korreliert mit einer Reduktion von Sp-Sls1p, welches im Wildtyp die 
cob- und cox1-Transkripte vor Abbau schützt (Kapitel 3.5.4.1). Die Disruption von Sc-
SLS1 führt in S. cerevisiae zu einer starken Abnahme der Transkripmengen der 
Mosaikgene COX1 und COB führt (Rodeheffer et al., 2001) Möglicherweise ist die 
Reduktion von Sp-sls1 in der Disruptante eine Anpassung, um den Abbau durch Sp-
Pet127p zu ermöglichen und damit eine Erhöhung der steady state level fehlerhafter 
Transkripte zu verhindern. Sp-Mss116p ist neben Rpm2p eine weitere mitochondrial 
lokalisierte DEAD-box Helikase. Da für die RNA-Degradation generell eine Helikase 
benötigt wird und rpm2 disruptiert war, hätte Sp-Mss116p möglicherweise diesen 
Defekt komplementieren können. Die hier gemessene Abnahme der Sp-mss116-
mRNA spricht aber gegen diese Hypothese. Auch eine Überexpression von Sp-
mss116 in den Disruptanten des S. pombe Prozessosoms (∆rpm1, ∆rpm2 und ∆rpm1 
∆rpm2) konnte die Atmungskompetenz weder wiederherstellen noch verbessern, wie 
es für die Orthologen in S. cerevisiae beobachtet wurde (Minczuk et al., 2002).  
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3.4.2 Quantitative Analyse der Wechselwirkung zwischen Sp-rpo41 und Sp-
pet127 
Eine mögliche Erklärung für die Erhöhung der mitochondrialen Transkriptmengen in 
der Sp-pet127 Disruptante war eine Wechselwirkung von Sp-Pet127p und der RNA-
Polymerase Sp-Rpo41p (Kapitel. 3.3.1.3). Diese Vermutung wurde durch die 
Feststellung gestützt, dass die Überexpression von Sp-pet127 sowohl zu einer 
Abnahme der steady state level der mitochondrialen Transkripte, als auch von Sp-
rpo41 führte (Kapitel 3.3.2.3). Aus Versuchen in der Arbeitsgruppe Schäfer war 
bekannt, dass die Überexpression von Sp-rpo41 im Wildtyp zu keinen 
Veränderungen der mitochondrialen Transkriptmengen führt (Diplomarbeit Koslowski, 
Daten nicht gezeigt). Dies führte zur Hypothese, dass die Erhöhung der 
mitochondrialen steady state level möglicherweise durch Sp-Pet127p unterbunden 
wird. Wäre dies zutreffend, so müsste in der Disruptante von Sp-pet127 durch die 
Überexpression von Sp-rpo41 eine Steigerung der steady state level möglich sein. 
 
3.1.1.1 Quantitative Analyse der Überexpression von Sp-rpo41 in der 
Mutante 130 ∆Sp-pet127 
 
 
 
Abbildung 23: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-rpo41 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆ Sp-pet127. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 
130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-rpo41 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
rpo41/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 24: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-rpo41 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆ Sp-pet127. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 130∆Sp-
pet127-pRep4: Sp-rpo41 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
rpo41/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Durch die Überexpression von Sp-rpo41 um den Faktor 40 kam es für einen Teil der 
mitochondrialen Transkripte und der Transkriptmenge kernkodierter Gene zu 
Abnahme der steady statel level (10 bis 30%). Eine Erhöhung der Transkriptmenge 
konnte für die atp8-mRNA nachgewiesen werden (Faktor 1,5). Die Überexpression 
von Sp-rpo41 in der Sp-pet127-Disruptante hätte zu einer Erhöhung der 
mitochondrialen Transkriptmenge durch Überlastung der autoregulativen 
Mechanismen der Transkription führen können. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass 
auch durch die Disruption von Sp-pet127 die Kontrolle der mitochondrialen steady 
state level unbeeinflusst bleibt und es zu keiner bedeutenden Veränderung der 
Transkriptmenge kommt. Ob die Steuermechanismen des mitochondrialen 
Transkriptoms auf translationaler oder auf post-translationaler Ebene wirksam sind, 
konnte nicht geklärt werden. Das Ergebnis unterstützt die These, dass die Kontrolle 
der Transkriptmenge nicht die (Haupt-) Aufgabe von Sp-pet127 ist, sonst wäre durch 
die Überexpression von Sp-rpo41 die Transkriptmenge weiter erhöht worden. Da 
dieser Effekt nicht aufgetreten ist, wurde postuliert, dass die primäre Aufgabe von 
Sp-pet127 eher die Gewährleistung der Transkriptqualität ist. Zwei Beobachtungen 
entkräften das Argument, dass für die Erhöhung der Transkriptionsinitiation sowohl 
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die RNA-Polymrease Sp-rpo41 als auch der sigma-artige Faktor Sp-mtf1 
überexpremiert werden müssen. Zum einen führte auch die gleichzeitige 
Überexpression im Wildtyp zu keiner Erhöhung der steady state level (Diplomarbeit 
Koslowski, Daten nicht gezeigt), zum anderen konnte durch die alleinige 
Überexpression von Sp-rpo41 in der Prozessosomen-Disruptante eine Steigerung 
der mitochondrialen Transkriptmengen erreicht werden (Daten nicht gezeigt) 
 
3.4.3 Quantitative Analyse der Wechselwirkung zwischen Sp-mss116 und Sp-
pet127  
Auch in den Mitochondrien kommt RNA-Helikasen eine zentrale Rolle im RNA-
Metabolismus zu. Wie bereits gezeigt, ist die Helikase Rpm2p als Teil des 
Prozessosoms an der Prozessierung der Vorläufer-Trankripte beteiligt (Hoffmann et 
al., 2008). Eine weitere Helikase mit mitochondrialer Funktion ist Sc-MSS116. Mohr 
et al. (2008) konnten zeigen, dass diese Helikase für die Entfernung von Introns 
essentiell ist. In der Arbeitsgruppe Schäfer konnte diese Funktion auch für das 
Ortholog Sp-Mss116p nachgewiesen werden, allerdings deuten die Ergebnisse 
darauf hin, dass von diesem Protein noch weitere Funktionen erfüllt werden (Daten 
nicht gezeigt). Da die Überexpression von Sp-pet127 in der Prozessosomen-
Disruptante zu einer Reduktion der steady state level von Sp-mss116 geführt hat, 
bestand die Möglichkeit, dass sich die beiden Gene in ihrer Funktion gegenseitig 
beeinflussen. Die Überexpression von Sp-mss116 führte im Wildtyp zu keinen 
deutlichen Veränderungen der mitochondrialen steady state level. Durch die 
Überexpression von Sp-mss116 in der Sp-pet127 Disruptante sollte überprüft 
werden, ob die Funktion von Sp-pet127 für das Ausbleiben von 
Überexpressionseffekten im Wildtyp verantwortlich war. 
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Abbildung 25: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-mss116 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-pet127. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 
130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-mss116 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
mss116/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen 
Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 26: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-mss116 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-pet127. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 130∆Sp-
pet127-pRep4:Sp-mss116 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4: Sp-
mss116/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen 
Replikaten. 
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Während die Transkriptmengen der mitochondrialen ribosomalen Untereinheiten 
nicht (rns) bzw. nur um 25% (rnl) durch eine Überexpression von Sp-mss116 
reduziert wurden, fiel die Reduktion für die meisten anderen mitochondrialen 
Transkripte deutlich stärker aus. Ihre steady state level wurden zwischen 50 und 60% 
reduziert. Nur für den ribonukleären Anteil der RNase P rnpB konnte eine 
geringfügige Steigerung beobachtet werden. Auch bei den gemessen kernkodierten 
Genen war eine deutliche Reduktion erkennbar. Diese lag im Durchschnitt bei 
ungefähr 40%. Das am stärksten reduzierte Transkript war Sp-sls1 dessen Menge 
auf 1/3 des ursprünglichen Wertes abnahm. 
Die Überexpression von Sp-mss116 in der Sp-pet127-Disruptante führte zu einer 
deutlichen Reduktion der steady state level sowohl der mitochondrialen als auch der 
kernkodierten Transkripte. Die spiegelbildliche Situation- eine allgemeine Zunahme- 
wurde bei den Messungen unter reprimierenden und dereprimierenden Bedingungen 
beobachtet (Kapitel 3.1.2). Wichtig an dieser Stelle ist die Feststellung, dass dies 
nicht für die Transkriptmenge von Sp-cit1 gilt. Diese variiert im aktuellen Versuch um 
weniger als 30%, während sie sich beim Vergleich von reprimierten und 
dereprimierten Kulturen um mehr als den Faktor fünf unterscheidet. Die 
beobachteten Effekte beruhen somit allein auf der Überexpression von Sp-mss116 
bei gleichzeitigem Ausfall der von Sp-pet127 ausgeübten Kontrollfunktion. Die 
Disruption von Sp-pet127 führte zu einer allgemeinen Erhöhung der steady state 
level der mitochondrialen Transkripte mit Ausnahme von cob (Kapitel 3.3.1.3). Durch 
das Fehlen von Sp-Pet127p wurde nicht die Prozessierung der Vorläufer 
beeinträchtigt, sondern die Degradation der Transkripte verlangsamt, sichtbar an 
Degradationsbanden unterhalb der reifen mRNA in der Northern-Hybridisierung 
(Kapitel 3.3.1.2). Durch die Überexpression der mitochondrialen Helikase Sp-mss116 
wurde diese Erhöhung der steady state level der Transkripte in den meisten Fällen 
deutlich reduziert. Somit kann ausgeschlossen werden, dass Sp-Pet127p in zentraler 
Position an der allgemeinen Degradation beteiligt ist, da in diesem Fall der Abbau 
behindert wäre und keine Reduktion der steady state level durch Sp-mss116 
gemessen werden könnte. In S. cerevisiae wurde nachgewiesen, dass das Ortholog 
(Sc-MSS116) inaktive RNA Strukturen auflösen kann (Del Campo et al., 2009), diese 
Feststellung wird durch Untersuchungen in der Arbeitsgruppe Schäfer gestützt 
(Daten nicht gezeigt). Auch die Degradationsintermediate mitochondrialer 
Transkripte, die in der Sp-pet127 Disruptante durch Northern-Hybridisierung 
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nachgewiesen wurden (Kapitel 3.3.1.2), weisen wahrscheinlich Sekundärstrukturen 
auf. Durch die Auflösung dieser Strukturen trägt Sp-mss116 dazu bei, dass die 
Intermediate von der allgemeinen Degradationsmaschinerie bzw. dem Degradosom 
schneller abgebaut werden können und so die steady state level sinken. Auffallend 
ist, dass die Überexpression von Sp-mss116 nur die Transkriptmenge translatierter 
RNAs reduzierte, die Expression nicht translatierter RNAs, wie z.B. rnl, rns und rnpB, 
jedoch nicht verändert wurde. Es ist anzunehmen, dass diese durch komplexe 
Sekundärstrukturen und/oder die Assoziation mit Proteinen für die Helikase nicht 
zugänglich waren und so auch nicht entwunden und abgebaut werden konnten.  
 
3.5 Sp-sls1 – ein weiterer Faktor des RNA-Kontrollsystems? 
3.5.1 Isolierung von Sp-sls1 in Schizosaccharomyces pombe 
Ein weiteres Gen, das durch Komplementation von in der Arbeitsgruppe Schäfer 
hergestellten EMS-induzierten Mutanten mit zwei unabhängigen cDNA-Libraries von 
S. pombe identifiziert wurde, ist der ORF SPAP8A3.14c. Die Analyse 
komplementierender Plasmide führte zur Entdeckung eines 3563 bp großen 
Fragments, das den gesamten ORF SPAP8A3.14c auf dem Chromosom I enthielt 
und zusätzlich 1529 bp des 5´-Endes des sec71 Gens. Die cDNA des ORFs wurde 
isoliert und in den Vektor pREP4 kloniert. Mit diesem Vektor wurde die untersuchte 
Mutante erneut transformiert und der zuvor beobachtete Wachstumsdefekt wurde 
wiederum komplementiert. So wurde zweifelsfrei nachgewiesen, dass der 
untersuchte ORF ursächlich für den beobachteten Phänotyp war. Im Folgenden 
wurde untersucht, welche funktionellen Domänen dieser ORF aufwies und ob es für 
das identifizierte Gen Homologe in weiteren Organismen gab.  
 
3.5.2 Untersuchung auf funktionale Domänen 
Das Protein Sp-sls1p in S. pombe besteht aus 677 Aminosäuren und hat ein 
Molekulargewicht von 78 kDa. Der Isoelektrische Punkt liegt bei pH 9,0. Unter 
Verwendung des Programms MitoProtII konnte gezeigt werden, dass das 
untersuchte Protein mit einer Wahrscheinlichkeit von 91,4% mitochondrial lokalisiert 
ist (Claros und Vincens, 1996). Durch eine Analyse der Proteinsequenz mittels 
Prosite (Hulo et al., 2008) konnte gezeigt werden, das Sp-Sls1p eine Reihe von 
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Phosphorylierungsstellen für Tyrosin-Kinase, Protein Kinase C, Casein Kinase II und 
die cAMP- und cGMP Protein Kinase, aber keine funktionellen Domänen aufweist. 
3.5.3 Alignment von Sp-Sls1p mit homologen Genen 
Um festzustellen, ob in weiteren Organismen Homologe dieses Gens existieren, 
wurde durch Datenbankanalyse mittels NCBI-Blast (Altschul und Koonin, 1998) nach 
homologen Gensequenzen gesucht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Alignment des C-terminalen Bereiches von Sls1p. 
Die Proteinsequenz zum Gensegment SLS1 wurde unter Verwendung der Tcoffee-Software 
(Notredame et al., 2000) mit folgenden Sequenzen verglichen: Schizosaccharomyces pombe (S.p.: 
SPAP8A3.14c), Saccharomyces cerevisiae (S.c.: YLR139C), Ajellomyces capsulata (A.c.: 
EEH05005.1), Schizosaccharomyces japonicus (S.j.: XP_002175999.1), Candida dublinienisis (C.d.: 
XP_002175999.1), Candida albicans (C.a.: XP_720709.1), Kluyveromyces lactis (K.l.: XP_453808.1), 
Pichia guilliermondii (P.g.: XP_001485600.1). In der Abbildung ist der C-teminale Bereich des Proteins 
zwischen Aminosäure-Rest 10 und 150 bezogen auf S. pombe gezeigt.  
 
Das Gen Sp-Sls1p hat Homologe in Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces japonicus, Ajellomyces capsulata, Pichia guilliermondii, 
Candida albicans und Kluyveromyces lactis (Abb 30). Die Ähnlichkeit zu Sc-SLS1 in 
S. cerevisiae ist besonders ausgeprägt.  
Sc-Sls1p wurde in S. cerevisiae als Protein identifiziert, das an der Koordination von 
Transkription und Translation in den Mitochondrien beteiligt ist. Die Funktion des 
zuerst durch Rouillard et at. (1996) identifizierten Proteins ist essentiell für die 
Fähigkeit, nicht-fermentierbare Kohlenstoffquellen zu nutzen. Bryan et al. (2001) 
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konnte zeigen, dass die Überexpression von SLS1 auch den petite-
Wachstumsphänotyp ausglich, der durch eine Punktmutation in der mitochondrialen 
RNA-Polymerase RPO41 ausgelöst wurde. Zusätzlich wurde beobachtet, dass die 
Überexpression von SLS1 auch die Disruption von NAM1 kompensieren konnte, 
welche auch zu einem petite-Phänotyp führte. NAM1 wurde als ein Protein 
identifiziert, das selektiv die Stabilität der mitochondrialen Transkripte COX1, COB 
und ATP6 erhöht und vermutlich neben anderen für die Koordiantion von 
Transkription und Translation in den Mitochondrien verantwortlich ist (Rodeheffer et 
al.,1994). Rodeheffer et al. konnten später (2003) zeigen, das Nam1p und Sls1p in 
vivo zusammen in einem Regulations-Pfad für die effiziente Translation 
verantwortlich sind. Datenbank-Analysen zeigten, dass der in S. pombe identifizierte 
ORF SPAP8A3.14c eine deutliche Homologie mit dem aus S. cerevisiae bekannten 
Gen auswies (Abb. 30). Da sowohl die Mutation wie auch die Disruption des 
Leserahmens zu einem Gly-_Phänotyp führte, sollte das Gen in S. pombe genauer 
untersucht werden. 
 
3.5.4 Quantitative Analyse Wechselwirkung zwischen Sp-sls1 und Sp-pet127  
 
 
 
Abbildung 28: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-sls1 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-pet127. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 
130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
sls1/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 29: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-sls1 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-pet127. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 130∆Sp-
pet127-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
sls1/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Die Erhöhung der Sp-sls1 RNA um Faktor 70 führte im Durchschnitt zu einer 
geringfügigen Reduktion der Transkriptmengen. Deutlicher ausgeprägt war die 
Reduktion bei cox2 auf 63%. Für die ribosomalen Untereinheiten rnl und rns kam es 
zu einer Erhöhung der steady state level der RNAs, die für rns mit dem Faktor 2 
stärker ausgeprägt war. Des Weiteren waren atp8 und rnpB erhöht, wobei rnpB mit 
2,7 die höchste Steigerung erfuhr. Bei den kernkodierten Transkripten führte die 
Überexpression von Sp-sls1 durchschnittlich zu einer Reduktion auf die Hälfte des 
ursprünglichen Wertes. 
Wie später beschrieben wird, führte eine Überexpression von Sp-sls1 in Wildtypen zu 
keiner veränderten Expression, wohingegen es bei einer Überexpression in der Sp-
pet127-Disruptante zu deutlichen Veränderungen im Transkriptmuster kam. Die 
Beobachtung zeigte, dass es zwischen den beiden Genen einen funktionellen 
Zusammenhang geben musste, denn nur so kann erklärt werden, wie die 
Abwesenheit von Sp-pet127 einen Einfluss auf die Überexpression von Sp-sls1 
haben könnte. Obwohl die RNAs für die Transkriptions-Initiation (Sp-rpo41 und Sp-
mtf1) und Gene für die Transkript-Prozessierung (rpm1, rpm2 und Sp-mss116) in 
ihrer Expression auf ca. 50% reduziert wurden, kam es lediglich zu einer 
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geringfügigen Reduktion der mitochondrialen Transkripte. Ein weiterer Beleg dafür, 
dass die steady state level mitochondrialer Transkripte auch durch post-translationale 
Modifikationen der beteiligten Proteine reguliert werden kann. Für atp8 und rnpB war 
sogar eine deutliche Zunahme zu beobachten. Noch wichtiger ist allerdings die 
Betrachtung von cob und cox1. Aus früheren Studien in S. cerevisiae ist bekannt, 
dass SLS1, ähnlich wie NAM1, einen protektiven Einfluss auf COX1 und COB-
Vorläufertranskripte besitzt und die Disruption zu deutlicher Abnahme der 
Transkriptmengen führt (Bryan et al., 2002). Beide waren jedoch durch die 
Überexpression von Sp-sls1 in der Sp-pet127-Disruptante ebenso unbeeinflusst wie 
durch die Überexpression im Wildtyp. Ein Erklärung hierfür ist, dass durch die 
Disruption von Sp-pet127 die steady state level von cox1 und cob erhöht wurden, 
dies deutet darauf hin, dass diese Transkripte weniger von Degradation betroffen 
waren als im Wildtyp und deshalb auch ein verstärkter Schutz die steady state level 
nicht weiter erhöhen konnte. 
 
3.6 Funktionelle Charakterisierung von Sp-sls1 
Aus Untersuchungen des Orthologs in S. cerevisiae war bekannt, dass es auch in 
diesem durch die Disruption zum Ausfall der Atmung kommt (Rouillard et al., 1996). 
Durch die Überexpression von SLS1 in Stämmen, bei denen NAM1 disruptiert oder 
die N-terminale Domäne der RNA Polymerease RPO41 mutiert war, konnte der 
Verlust von mtDNA unterbunden werden (Bryan et al., 2002; Rodeheffer und Shadel, 
2003). Welche dieser Effekte auch für S. pombe zutrafen, sollte im Folgenden 
untersucht werden. Die generelle Funktion von Sls1p wurde sowohl im Stamm 130 
als auch im Stamm P3 untersucht.  
 
3.6.1 Untersuchung der Disruption in den Stämmen 130 und P3 
Aus den Untersuchungen in S. cerevisiae war bekannt, dass besonders die 
Transkripte von COX1 und COB betroffen waren (Bryan et al., 2002). Sowohl in S. 
cerevisiae als auch in S. pombe enthalten diese Gene Introns. Durch die 
Verwendung des Stammes P3, der keine mitochondrialen Introns enthält, konnte die 
Frage adressiert werden, ob die durch die Disruption von Sp-sls1 entstehenden 
Veränderungen auf mangelhafte Intron-Prozessierung zurückzuführen sind.  
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3.6.1.1 Untersuchung des Wachstums der Disruptanten 
Sp-sls1p wurde durch den Verlust der Fähigkeit, Kohlenstoffquellen respiratorisch zu 
nutzen, identifiziert. Um diesen Atmungsdefekt zu belegen, wurden Wachstums-
Tests bei verschiedenen Temperaturen und mit verschiedenen Kohlenstoffquellen 
durchgeführt.  
 
 
Abbildung 30: Wachstumsvergleich des Wildtypstamms 130 und der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Das Wachstum des Wildtypstamms 130 und der Disruptante 130 ∆Sp-sls1 wurde unter Kältestress 
(17°C, links), Normalbedingungen (30°C, Mitte) und Hitzestress (37°C, rechts) miteinander verglichen. 
Die verwendete Kohlenstoffquelle ist jeweils neben den Platten angegeben. 
 
Wie zu erkennen ist, führte die Disruption von Sp-sls1 zu einem vollständigen 
Atmungsdefekt, der unabhängig von der Kultivierungstemperatur auftrat.  
In den bisher untersuchten Mutanten, die einen vollständigen Atmungsdefekt 
aufwiesen wie die Stämme ∆rpm1 und ∆rmp1 ∆rpm2 (Kapitel 3.4.1.2 und Kapitel 
3.4.1.4, Hoffmann et al., 2008), waren neben diesem Gly- Phänotyp auch immer 
Prozessierungsdefekte beobachtet worden. Dieses Phänomen wurde mittels 
Northern-Hybridisierung für die Sp-sls1-Disruptante untersucht, es konnten keine 
Prozessierungsdefekte, aber starke Abnahmen der steady state level für die 
Transkripte von cox1 und cob nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
Um die Frage zu adressieren, ob die Anwesenheit von Introns in mitochondrialen 
Transkripten für die im Stamm 130 ∆Sp-sls1 beobachteten Effekte ursächlich waren, 
wurde der Wachstumstest mit dem intronlosen Stamm P3 und der Disruptante P3 
∆Sp-sls1 wiederholt. Wäre diese Disruptante atmungskompetent, würde dies auf eine 
Beteiligung der Intron-Prozessierung an der Ausbildung des ∆sls1-Phänotyps 
hindeuten. 
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Abbildung 31: Wachstumsvergleich des Wildtypstamms P3 und der Disruptante P3 ∆Sp-sls1. 
Das Wachstum des Wildtypstamms 130 und der Disruptante 130 ∆Sp-sls1 wurde unter Kältestress 
(17°C, links), Normalbedingungen (30°C, Mitte) und Hitzestress (37°C, rechts) miteinander verglichen. 
Die verwendete Kohlenstoffquelle ist jeweils neben den Platten angegeben. 
 
Wie schon im Stamm 130 führt auch die Disruption von Sp-sls1 im intronlosen 
Stamm P3 zu einem totalen Atmungsdefekt bei allen Temperaturen. Somit konnten 
die Introns beziehungsweise Defekte im Splice-Prozess als Ursache ausgeschlossen 
werden. Deshalb sollte als nächstes untersucht werden, ob und wie sich die steady 
state level von mitochondrial und kernkodierten Transkripten durch die Disruption von 
Sp-sls1 in den Stämmen 130 und P3 ändern. 
 
3.6.1.2 Quantitative Analyse der Disruptanten und der Wildtypen 
Da vorangegangne Experimente in den Sp-pet127-Disruptanten einen starken 
Einfluss von Sp-sls1 auf die Mengen bestimmter mitochondrialer Transkripte gezeigt 
hatten, wurde der Einfluss von Sp-sls1 in den Deletionsmutanten 130 ∆Sp-sls1 und 
P3 130 ∆Sp-sls1 mittels qRT-PCR näher untersucht. 
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Abbildung 32: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Disruption 
von Sp-sls1 in den Stämmen 130 und P3. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130 und 130∆Sp-sls1 (dunkelgrau), 
sowie P3 und P3∆Sp-sls1 (hellgrau) bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium 
(YD) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1/130 bzw. 
P3∆Sp-sls1/P3; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 33: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Disruption von 
Sp-sls1 in den Stämmen 130 und P3. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130 und 130∆Sp-sls1 (dunkelgrau), 
sowie P3 und P3∆Sp-sls1 (hellgrau) bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium 
(YD) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1/130 bzw. 
P3∆Sp-sls1/P3; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Effekte der Sp-sls1 Disruption im Stamm 130 
In der Disruptante 130 ∆sls1 waren besonders die steady state level der 
intronhaltigen Gene cob (60% Reduktion) und cox1 (80% Reduktion) betroffen. 
Weiterhin wurden auch Abnahmen für die Transkripte von cox2, rnpB und atp9 
gemessen. Nur für rps3, ein mit der kleinen ribosomalen Untereinheit assoziiertes 
Protein, wurde eine Erhöhung der Transkriptmenge (Faktor 1,4) detektiert. Für die 
kernkodierten Transkripte konnten keine signifikanten Mengenverschiebungen 
registriert werden. Rps3 wurde als mit der kleinen ribosomalen Untereinheit 
assoziiertes Protein beschrieben, das an der Translation beteiligt ist und dessen 
Mutation die Mutationsrate im mitochondrialen Genom stark steigert (Neu et al., 
1998). Auch Sls1p wurde als Protein identifiziert, dessen Funktion für eine effiziente 
Translation benötigt wird (Rodeheffer et al., 2003). Cox1 und cob, die die größte 
Beeinflussung in der Transkriptmenge durch die Sp-sls1-Disruption erfuhren, sind die 
einzigen im mitochondrialen Genom, die über Introns verfügen. 
 
Effekte der Sp-sls1 Disruption im Stamm P3 
Die Mengen der Transkripte von cox1 und cob sowie rps3 und rnpB wurden in dieser 
Disruptante besonders stark (um 70 bis 80%) reduziert. Für rnl wurde eine Erhöhung 
der steady state level (Faktor 1,4) nachgewiesen, wohingegen alle übrigen 
mitochondrialen Transkriptmengen um 40-60% reduziert wurden. Die 
TranskriptErhöhung der steady state level kernkodierter Gene wurde nicht 
beeinflusst.  
Im Vergleich zum Stamm 130 fehlen im Stamm P3 nur die Introns in den Genen cox1 
und cob. Deshalb war nur für diese Transkripte eine Veränderung der steady state 
level erwarten worden, wenn der Einfluss von Sp-sls1 alleine auf der Anwesenheit 
der Introns beruhen würde. Betrachtet man die Disruption von Sp-sls1 im intronlosen 
Stamm separat, so führt sie zu einer deutlichen Abnahme aller Transkripte. 
Besonders rps3, dessen Mengen in der intronhaltigen Disruptante akkumulierte, 
erfährt eine ähnlich starke Abnahme wie cox1 und cob. Nur die cox3-mRNA war in 
beiden Fällen mit 30% jeweils leicht schwächer exprimiert. Dass es bei den 
kernkodierten Genen zu keinen Veränderungen kam, spricht gegen die Überlegung, 
dass eine veränderte Transkriptions-Initiation für die beobachtete Reduktion 
verantwortlich ist. Die Beeinflussung aller mitochondrialer Transkripte ließe den 
Schluss zu, dass die Introns einen generellen Einfluss auf die Transkriptabundanz 
                                                                                                  Ergebnisse 
 
84 
mitochondrialer Gene besitzen. Um dieses Phänomen und den Einfluss der Intron-
Prozessierung auf das mitochondriale Transkriptom genauer zu analysieren, wurden 
die Stämme 130 und P3 quantitativ bezüglich ihrer mitochondrialen 
Transkriptmengen verglichen. 
 
Effekte der Introns in den Stämmen 130 und P3 
Im Rahmen vorangegangener Messungen zeigte sich, dass die Anwesenheit von 
Introns einen Einfluss auf die Transkriptabundanz aller mitochondrialer Transkripte 
ausübt. Deshalb wurden auch die Transkriptome der Basisstämme 130 und P3 
verglichen.  
 
 
 
Abbildung 34: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen zwischen den 
Stämmen 130 und P3. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130 und P3 bei einer 
Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium (YD ) verglichen. Die Transkriptmengen der 
einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative 
Veränderung der Transkriptmenge P3/130; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen 
Replikaten. 
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Abbildung 35: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen zwischen den 
Stämmen 130 und P3. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130 und P3 bei einer 
Kultivierungstemperatur von 30°C Standardmedium (YD ) verglichen. Die Transkriptmengen der 
einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 standardisiert. Relative 
Veränderung der Transkriptmenge P3/130; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen 
Replikaten. 
 
Das Fehlen der Introns bewirkte eine Zunahme der meisten mitochondrialen 
Transkripte. Für die Gene rps3, atp8 und rnpB wurde eine Verdoppelung der steady 
state level gemessen. Von den kernkodierten Transkripten konnte nur für die 
Helikase rpm2 eine signifikante Steigerung nachgewiesen werden.  
Wie sich zeigte, betrafen die Veränderungen das gesamte Transkriptom und nicht 
nur die beiden intronhaltigen Transkripte. Besonders die steady state level der Gene 
rps3, atp8 und rnpB erfuhren eine deutliche Zunahme. Im Wildtyp erhöht sich ihr 
steady state level als Reaktion auf Hitzestress (Kapitel 3.1.1), während sich die 
Menge bei Kältestress verringert (Kapitel 3.1.4). Scheinbar führt die Abwesenheit der 
Introns zu Veränderungen bezüglich der Prozessierung mitochondrialer Transkripte, 
die von der Zelle mit einer ähnlichen Reaktion beantwortet wird wie andere Stress 
auslösende Faktoren. Auffallend ist, dass die kernkodierten Transkriptmengen kaum 
verändert wurden, ein weiteres Indiz dafür, dass die Regulation des mitochondiralen 
RNA-Metabolisums teilweise durch post-translationale Modifikationen beteiligter 
Proteine moduliert wird. Die verstärkte Abnahme der steady state level 
mitochondrialer Transkripte, die sich in Kombination mit der Sp-sls1 Disruption ergibt, 
ist ein synergistischer Effekt, wie er auch in anderen Fällen wie De-/Repression und 
Hitzestress (Kapitel 3.1.3) oder Disruption und Überexpression (Kapitel 3.4.1.4) 
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aufgetreten war. Die Intronlosigkeit von cox1 und cob führte zu einer leichten 
Erhöhung der steady state level dieser Transkripte. Daraus kann man folgern, dass 
die Introns nicht der Grund für die starke Abnahme der beiden Transkripte in den Sp-
sls1 Disruptanten sein können. In der Zelle dient Sp-Sls1p oder ein Sp-Sls1p-
assoziiertes Protein offensichtlich dem direkten Schutz bestimmter Transkripte wie 
cox1 und cob, die in relativer Promotornähe liegen. Neben der Suche nach 
Homologen (Kapitel 3.5.3) wurde die Proteinsequenz auch auf mögliche aktive 
Domänen untersucht (Kapitel 3.5.2). Es konnten keinerlei Anzeichen dafür gefunden 
werden, dass Sp-Sls1p selbst in der Lage ist, RNA zu binden. Deshalb ist es 
wesentlich wahrscheinlicher, dass Sp-sls1p, ähnlich wie auch Sp-Pet127p, über 
andere Proteine mit den Transkripten interagiert.  
 
3.6.1.3 Untersuchung der Überexpressionsmutante von Sp-sls1 
Neben der Sp-sls1-Disruptionsmutante und der Überexpression von Sp-sls1 in der 
Sp-pet127-Disruptante wurde die Überexpression im Wildtypstamm untersucht. Die 
durchgeführten Wachstumstests zeigten keine Wachstumsunterschiede (Daten nicht 
gezeigt). Auch bei der Analyse der Transkription zeigten sich, abgesehen von der 
200 fachen Überexpression von Sp-sls1, mitochondrial und chromosomal keinerlei 
Veränderungen (Daten nicht gezeigt).  
Ähnlich wie bei den Genen Sp-rpo41, Sp-mtf1, rpm1 und rpm2 führte die 
Überexpression von Sp-sls1 nur zu Effekten auf das mitochondriale Transkriptom, 
wenn der RNA-Metabolismus bereits durch andere genotypische Veränderungen, 
wie z.B. die Disruption von Sp-pet127, gestört war.  
 
3.7 Identifikation möglicher Interaktionspartner von Sp-sls1 
Ähnlich wie im Fall von Sp-pet127 konnte nachgewiesen werden, dass die Disruption 
von Sp-sls1 die steady state level bestimmter mitochondrialer Transkripte beeinflusst. 
Auch Sp-Sls1p selbst weist keine Domänen auf, die eine Interaktion mit den 
Transkripten ermöglichten. Deshalb sollte durch eine Überexpression verschiedener 
ebenfalls untersuchter Gene nach beteiligten Interaktionspartnern gesucht werden. 
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3.7.1 Wechselwirkung zwischen dem Prozessosom rpm1 rpm2 und Sp-sls1 
3.7.1.1 Überexpression von Sp-sls1 in den Disruptanten 130 ∆rpm1 und 130 
∆rpm2 
Neben Sp-pet127 (Kapitel 3.4.1.2 und Kapitel 3.4.1.3) wurde auch das Gen Sp-sls1 
in beiden Einzel-Mutanten des Prozessosoms überexprimiert, um mögliche 
Wechselwirkungen nachzuweisen.  
 
 
 
 
Abbildung 36: Analyse der Veränderung Transkriptmengen von cob zwischen den 130 ∆rpm1-
pRep4:() bzw. 130∆rpm2-pRep4:() und 130 ∆rpm1 pRep4:Sp-sls1 bzw. 130∆rpm2 pRep4:Sp-sls1  
Die Expression von cob wurde für die Stämme 130 ∆rpm1-pRep4:() bzw. 130∆rpm2-pRep4:() und 130 
∆rpm1 pRep4:Sp-sls1 bzw. 130∆rpm2 pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C 
Standardmedium (YD) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die 
Transkriptmenge des GensSp-act1 standardisiert. Relative Veränderung Transkriptmenge 130 ∆rpm1-
pRep4:Sp-sls1/ 130 ∆rpm1-pRep4:() [cob in ∆rpm1] bzw 130 ∆rpm2-pRep4:Sp-sls1/ 130 ∆rpm2-
pRep4:() [cob in ∆rpm2]; Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Eine 65fache Überexpression von Sp-sls1 in den Disruptanten ∆rpm2 und ∆rpm1 
zeigte keine generelle Beeinflussung der mitochondrialen und kernkodierten 
Transkription. Als einziges Transkript zeigte cob eine Erhöhung der steady state level 
(Faktor 1,5 in ∆rpm1 und Faktor 3 in ∆rpm2) durch die Überexpression.  
Hierin besteht ein deutlicher Unterschied zwischen Sp-Pet127p und Sp-sls1p. Die 
steady state level mitochondrialer Transkripte mit fehlerhaften 3´-Enden werden 
durch die Disruption von rpm1 erhöht (Hoffmann et al., 2008). Trotzdem führt die 
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Überexpression von Sp-pet127 zu keiner Reduktion der Transkriptmengen, 
vermutlich, weil die Defekte am 3´-Ende nicht von dem mit Sp-pet127 assoziierten 
Kontrollsystem erkannt werden. Die Überexpression von Sp-Sls1p kann im Wildtyp 
(Kapitel 3.6.1.3) und in Mutanten, die keine Prozessierungsdefekte aufweisen, wie 
die Sp-pet127 Disruptante, die steady state level von cob nicht erhöhen (Kapitel 
3.5.4). Wenn cob also keiner verstärkten Degradation unterliegt, kann Sp-Sls1p 
keinen Schutz ausüben. Dieser wird erst messbar, wenn falsch prozessierte Enden 
an den Transkripten vorhanden sind wie im Fall von ∆rpm1 oder ∆rpm2. Dies 
bedeutet, dass diese Transkripte ohne die Überexpression von Sp-sls1 verstärkt 
degradiert werden. Da eine Überexpression von Sp-pet127 in der Mutante ∆rpm1 zu 
keiner erhöhten Degradation führt (Kapitel 3.4.1.1), muss der Abbau in diesem Fall 
durch ein weiteres, Sp-pet127 unabhängiges Kontroll-System ausgelöst werden. 
Auch das unterschiedlich stark ausgeprägte Ausmaß an Protektion kann als Hinweis 
auf ein weiteres Kontrollsystem gewertet werden. Im Fall der Disruptante ∆rpm1, bei 
der nur das 3´-Ende Fehler aufweist, wird der steady state level von cob nur um 50% 
erhöht. Wenn aber beide Enden Defekte aufweisen, wie im Fall von ∆rpm2, steigt die 
Menge um 300%. Erklärbar ist dieser Unterschied dadurch, dass bei falsch 
prozessierten 3´-Enden nur Sp-pet127 unabhängige Kontrollsysteme den Defekt 
erkennen und die Transkripte der Degradation zuführen. Durch Sp-Sls1p wird ein Teil 
dieser Transkripte vor dem Abbau geschützt. Wenn beide Enden fehlerhaft sind, 
führen sowohl das Sp-pet127 assoziierte Kontrollsystem, das die 5´-Defekte erkennt, 
als auch die Kontrollsysteme, die die 3´-Defekte erkennen, die Transkripte verstärkt 
der Degradation zu. Da Sp-Sls1p in dieser Situation die RNAs vor dem Abbau durch 
mindestens zwei, möglicherweise auch mehr, Kontrollsysteme schützt, fällt die 
Erhöhung des steady state levels entsprechend stärker aus 
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3.7.1.2 Überexpression von Sp-sls1 in der Disrupante 130 ∆rpm1 ∆rpm2 
In den Einzel-Disruptanten des Prozessosom konnten durch die Überexpression die 
steady state level von cob in unterschiedlichem Ausmaß erhöht werden. Auch 
bezüglich der Detektion von Prozessierungsdefekten wurden deutliche Unterschiede 
zwischen Sp-pet127 und Sp-sls1 festgestellt. Die Überexpression von Sp-pet127 
führte bei Mutanten mit mitochondrialen Prozessierungsdefekten, wie sie in den 
Disruptanten ∆rpm1 ∆rpm2 auftreten, zu einer verstärkten Degradation (Kapitel 
3.4.1.3). Durch die Überexpression von Sp-sls1 in der Prozessosomen-
Doppeldisrupante sollte untersucht werden, ob auch die protektive Wirkung von Sp-
Sls1p in dieser Mutante stärker ausgeprägt wäre.  
 
 
 
Abbildung 37: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-sls1 
Überexpression in der Prozessosomen-Disruptante 130 ∆rpm1 ∆rpm2. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:() und 
130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-
sls1/130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 38: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-sls1 
Überexpression in der Prozessosomen-Disruptante 130 ∆rpm1 ∆rpm2. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:() und 
130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium 
(MMJ) verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des 
Gens Sp-act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:Sp-
sls1/130∆rpm1 ∆rpm2-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Die Überexpression von Sp-sls1 in der Doppel-Disruptante ∆rpm1 ∆rpm2 führte zu 
einer geringfügigen Reduktion der mitochondrialen Transkriptmengen für einige 
Gene wie rnl, cox3 und cox2. Der steady state level des cob-Transkriptes wurde um 
den Faktor 2,7 erhöht. Die Sp-sls1 Überexpression führte zu einer Reduktion der 
Transkriptmengen von Sp-pet127 und Sp-mss116 auf etwa 50%.  
Wie auch in den Einzel-Disruptanten des Prozessosoms war der Einfluss von Sp-sls1 
auf die meisten mitochondrialen Transkripte gering. Lediglich für die cob 
Transkriptmenge war eine deutliche Erhöhung der steady state level zu erkennen, 
die in ihrem Niveau mit der in der Helikasen-Disruptante vergleichbar ist.  
Aus früheren Versuchen war bekannt, dass die Disruption der Helikase (∆rpm2) 
Prozessierungsdefekte auf beiden Seiten des Transkripts hervorrief, während im 
Stamm 130 ∆rpm1 nur der 3´-Trailer nicht korrekt prozessiert wurde (Hoffmann et al., 
2008). Obwohl die Prozessierungsdefekte bei der Doppel-Disruptante noch 
wesentlich ausgeprägter waren als beim Stamm 130 ∆rpm2, erfolgte keine stärkere 
Erhöhung der steady state level des cob Transkripts. Daraus kann geschlossen 
werden, dass für die protektive Wirkung von Sp-Sls1p weniger entscheidend ist, wie 
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ausgedehnt die Prozessierungsdefekte im Bezug auf die Länge sind, sondern 
vielmehr, ob nur eine Seite oder beide Seiten des Transkripts betroffen sind. 
Da Sp-pet127, wie gezeigt, in dieser Mutante für eine erhöhte Degradation sorgt 
(Kapitel 3.4.1.3), bestand die Möglichkeit, dass die Überexpression von Sp-Sls1p 
auch zu einem verstärkten Schutz führt. Dieser Effekt konnte nicht beobachtet 
werden, da durch die Überexpression von Sp-sls1 die Expression von Sp-pet127 
reduziert wurde und damit auch die Degradation geringer ausfiel. 
 
3.7.2 Wechselwirkung zwischen dem Kontroll-Faktor Sp-Pet127p und Sp-
Sls1p 
Die Ergebnisse, die bisher für Sp-sls1 ermittelt wurden, sind heterogen. Die 
Expression von Sp-sls1 wurde durch die Disruption der RNAse rpm1 um den Faktor 
zwei gesteigert, ebenso wie durch die Kombination von Hitzestress und De-
Repression (Kapitel 3.1.3) oder die Überexpression von Sp-pet127 in der Helikasen-
Disruptante ∆rpm2 (Kapitel 3.4.1.2). Die Überexpression von Sp-sls1 selbst 
veränderte im Wildtyp weder die steady state level der mitochondrialen Transkripte 
noch die der kernkodierten Gene (Kapitel 3.6.1.3). In Disruptanten des Degradosoms 
hingegen konnte Sp-Sls1p die steady state level des mitochondrialen Transkripts cob 
erhöhen und die Expression von Sp-pet127 und Sp-mss116 reduzieren. Nachdem 
gezeigt wurde, dass die Überexpression von Sp-sls1 in der Sp-pet127 Disruptante zu 
keinen relevanten Veränderungen der steady state level führte (Kapitel 3.5.4), sollte 
nun untersucht werden, ob die Überexpression von Sp-pet127 in der Sp-sls1-
Disrupante neue Erkenntnisse über die Wechselwirkung zwischen den beiden Genen 
liefern könnte. 
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Abbildung 39: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 
130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
sls1/130∆Sp-pet127pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 40: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-pet127 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆sls1. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-pet127-pRep4:() und 130∆Sp-
pet127-pRep4:Sp-sls1 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-pet127-pRep4:Sp-
sls1/130∆Sp-pet127-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Die Überexpression von Sp-pet127 (Faktor 40) führte zu einer Reduktion der 
mitochondrialen Transkriptmengen um etwa 20%, die Erhöhung der steady state 
level von atp6, atp9 und rnpB war mit 40% stärker ausgeprägt. Für das atp8- 
Transkript wurde eine Verdoppelung der Menge gemessen. Bei den kernkodierten 
Transkripten konnten keine signifikanten Mengenveränderungen nachgewiesen 
werden. 
Größtenteils waren die Effekte der Überexpression von Sp-pet127 in der Sp-sls1-
Disruptante qualitativ vergleichbar mit dem Effekt der Überexpression von Sp-pet127 
im Wildtyp (Kapitel 3.3.2.3). Die Reduktion war bei manchen Genen etwas 
geringfügiger, aber in der Tendenz wurde die Funktionalität von Sp-Pet127p durch 
die Disruption von Sp-sls1 nicht eingeschränkt. Wie auch bei der Überexpression von 
Sp-rpo41 (Kapitel 3.4.6) erfolgte für die RNA von atp8 eine starke Erhöhung der 
steady state level. Welche Mechanismen gerade die Menge einer mit 337 bp sehr 
kurzen mRNA derart stabilisieren, ist unklar. Von besonderer Bedeutung sind die 
Veränderungen der steady state level der Transkripte von cox1 und cob, die durch 
die Disruption von Sp-sls1 um 80% bzw. 60% reduziert wurden (Kapitel 3.6.1.2). 
Diese Reduktion deutet darauf hin, das Sp-Sls1p für die Stabilität dieser Transkripte 
eine besondere Bedeutung hat und diese in Abwesenheit von Sp-sls1 leichter 
degradiert werden können. Die Ergebnisse zeigen, dass die steady state level beider 
Transkripte leicht abfallen, wie es auch bei der Überexpression von Sp-pet127 im 
Wildtyp der Fall ist. Dies widerspricht aber nicht den Erwartungen, weil die Menge 
der Transkripte schon durch die Disruption von Sp-sls1 massiv reduziert wurden. 
Somit sinkt auch die statistische Wahrscheinlichkeit, dass Sp-Pet127p oder ein mit 
ihm assoziiertes Protein auf die entsprechenden Transkripte trifft und diese der 
Degradation zuführt. Dass der Abbau in seinem Umfang trotzdem vergleichbar mit 
der Überexpression von Sp-pet127 im Wildtyp ist, zeigt, dass es effektiv zu einem 
verstärkten Abbau kommt.  
 
3.7.3 Wechselwirkung zwischen der mitochondrialen Helikase Sp-mss116 und 
Sp-sls1 
Ein Indiz für eine mögliche Wechselwirkung zwischen Sp-sls1 und Sp-mss116 ist die 
gegenseitige Beeinflussung der Expression der beiden Gene. Die Überexpression 
von Sp-mss116 in der Sp-pet127 Disruptante führt zu einer Reduktion der steady 
state level von Sp-sls1 (Kapitel 3.4.3), während die Überexpression von Sp-sls1 in 
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der Prozessosomen-Doppel-Disruptante die Mengen von Sp-mss116 Transkript stark 
reduziert. Weiterhin war bekannt, dass die Helikase Sp-mss116 durch die Auflösung 
von inaktiven RNA-Strukturen eine wichtige Rolle beim Splice-Prozess spielte (Mohr 
et al., 2008). Auch für die effiziente Degradation von mitochondrialer RNA in S. 
cerevisiae ist die Mitwirkung einer Helikase -SUV3, dem Homolog von rpm2- von 
zentraler Bedeutung (Dziembowski et al., 2003). Im Fall der Disruption von SUV3 
können die resultierenden Defekte wie die Akkumulation unprozessierter 
Vorläufertranskripte durch eine Überexpression von Sc-MSS116 komplementiert 
werden (Minczuk et al., 2002). Durch die Überexpression von Sp-mss116 könnte die 
Abnahme der steady state level mitochondrialer Transkripte, die schon durch die 
Disruption von Sp-sls1 ausgelöst wurde, möglicherweise noch verstärkt werden. 
 
 
 
Abbildung 41: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-mss116 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-sls1-pRep4:() und 130∆Sp-
sls1-pRep4:Sp-mss116 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1-pRep4:Sp-
mss116/130∆Sp-sls1-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Abbildung 42: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-mss116 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-sls1-pRep4:() und 130∆Sp-
sls1-pRep4:Sp-mss116 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1-pRep4:Sp-
mss116/130∆Sp-sls1-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
Das Einbringen des Überexpressionsvektors pRep4:Sp-mss116 resultierte in einer 7-
fachen Steigerung der Sp-mss116-Expression. Die Mengen mancher Transkripte wie 
cox1 und cox3 mit 43 bzw. 73% wurden deutlich erhöht, während die Steigerung für 
rns, rps3 und atp8 mit 20% deutlich schwächer ausfiel. Die Sp-mss116-
Überexpression resultierte in einer Reduktion der Transkriptmenge für atp6 und cox2 
(ca. 30%), für rnpB (40%) und für cob (50%). Für die kernkodierten Transkripte 
erfolgte eine Zunahme um 60 und 70% für Sp-rpo41 und Sp-pet127 und eine 
Verdopplung für die Transkripte von Sp-mtf1, rpm2 und rpm1. Die Expression von 
Sp-cit1 wurde nicht beeinflusst. 
Es war vermutet worden, dass die Überexpression von Sp-mss116 in der Sp-sls1-
Disruptante, die Transkripte von cob und cox1, die aufgrund des fehlenden Schutzes 
von Sp-Sls1p bereits in ihrer Menge reduziert waren, durch die Überexpression von 
Sp-mss116 weiter reduziert würden. Im Fall von cob erfüllte sich diese Erwartung, es 
konnte eine Abnahme um weitere 50% beobachtet werden. Für das cox1 Transkript 
wurde allerdings eine deutliche Zunahme der Menge gemessen. Diese beruht 
vermutlich aber nicht auf einem direkten Einfluss von Sp-Mss116p auf die steady 
state level der mitochondrialen Transkripte. Eine Erklärung kann hier die Wirkung der 
Sp-mss116 Überexpression auf die Transkription kernkodierter Gene bieten. Die 
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Erhöhung der steady state level der kernkodierten Transkripte durch Sp-mss116 in 
der Sp-sls1-Disruptante war, abgesehen von den Messungen von Repression und 
Derepression (Kapitel 3.1.2), die stärkste, die in dieser Arbeit beobachtet wurde. Der 
unveränderte steady state level von Sp-cit1 ist allerdings ein Indiz dafür, dass sich 
die beiden Stämme bezüglich Repression im gleichen metabolischen Zustand 
befunden haben, so dass der Grund für die starke Erhöhung der Transkriptmengen 
der kernkodierten Transkripte eine andere Ursache haben muss. Auch in der Sp-
pet127-Disruptante konnte durch die Überexpression von Sp-mss116 eine starke 
Veränderung der Mengen kernkodierter Transkripte festgestellt werden, allerdings 
handelte es sich in diesem Fall um eine Abnahme (Kapitel 3.4.3). Wie dieser Einfluss 
ausgeübt wird, konnte in dieser Arbeit nicht geklärt werden, aber die Tatsache, dass 
die Sp-mss116 Überexpression in beiden Fällen alle gemessenen kernkodierten 
Transkripte stark beeinflusst hat, deutet darauf hin, dass Sp-Mss116p bei gestörtem 
mitochondrialen RNA-Metabolismus eine wichtige Kontroll-Funktion erfüllt. Dies wird 
durch die Feststellung gestützt, dass die Überexpression des Orthologs MSS116 in 
S. cerevisiae die Atmungskompetenz in der Disruptante teilweise wiederherstellt, die  
Defekte im mitochondrialen RNA-Metabolismus aufweist (Minczuk et al., 2002). 
Aufgrund der dargestellten Ergebnisse ist eine direkte Wechselwirkung von Sp-sls1 
und Sp-mss116 aber eher unwahrscheinlich.   
 
3.7.4 Einfluss der mitochondrialen RNA-Polymerase Sp-rpo41 auf die 
Disruptante ∆sls1 
Einen weiteren möglichen Interaktionspartner für die Funktionsvermittlung von Sp-
Sls1p stellt die mitochondriale RNA-Polymerase Sp-Rpo41p dar. Da durch die 
Quantifizierung der mitochondrialen Transkriptmengen der Sp-sls1-Disruptanten 
bekannt war, dass die Mengen der cox1 und cob Transkripte stark abnehmen, sollte 
die Frage adressiert werden, ob durch eine Überexpression von Sp-rpo41 und der 
daraus möglicherweise erhöhten mitochondrialen Transkription die Mengen der 
betroffenen Transkripte wieder ansteigen würde.  
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Abbildung 43: Analyse der Veränderung mitochondrialer Transkriptmengen durch Sp-rpo41 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Die Expression der mitochondrialen Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-sls1-pRep4:() und 130∆Sp-
sls1-pRep4:Sp-rpo41 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) 
verglichen. Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-
act1 standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1-pRep4:Sp-
rpo41/130∆Sp-sls1-pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
 
 
 
Abbildung 44: Analyse der Veränderung kernkodierter Transkriptmengen durch Sp-rpo41 
Überexpression in der Disruptante 130 ∆Sp-sls1. 
Die Expression der kernkodierten Gene wurde für die Stämme 130∆Sp-sls1-pRep4:() und 130∆Sp-
sls1-pRep4:rpo41 bei einer Kultivierungstemperatur von 30°C in Mini malmedium (MMJ) verglichen. 
Die Transkriptmengen der einzelnen Gene wurden auf die Transkriptmenge des Gens Sp-act1 
standardisiert. Relative Veränderung der Transkriptmenge 130∆Sp-sls1-pRep4:rpo41/130∆Sp-sls1-
pRep4:(); Fehlerbalken: Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. 
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Die 13fache Überexpression von Sp-rpo41 führte zu keiner deutlichen Erhöhung der 
steady state level des mitochondrialen Transkriptoms. Auch bei den kernkodierten 
Transkripten waren die Mengenveränderungen gering. Lediglich für rpm1, die RNase 
des mitochondrialen Prozessosoms (Hoffmann et al., 2008), konnte eine 
Verdoppelung der Trankriptmenge festgestellt werden. 
Obwohl durch die Disruption von Sp-sls1 die Mengen der cox1 und cob Transkripte 
deutlich reduziert wurden (Kapitel 3.6.1.2), führte die Überexpression von Sp-rpo41 
zu keiner signifikanten Erhöhung der mitochondrialen Transkriptmengen. Dieses 
Ergebnis lässt den Schluss zu, das Sp-Rpo41p einer sehr stringenten Kontrolle 
unterliegt. Weder der erhöhte Bedarf an cox1 und cob Transkripten im Fall der Sp-
sls1 Disruptante noch die Abwesenheit eines Kontrollfaktors im Fall der Sp-pet127 
Disruption ermöglichten eine gesteigerte Transkription durch die Überexpression von 
Sp-rpo41. Dass eine Erhöhung der Transkription durch die Überexpression von Sp-
rpo41 möglich ist, konnte durch den Versuch mit der Prozessosomen-Disruptante 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Diese konnte in der Sp-sls1 Disruptante 
aber nicht beobachtet werden, was eine Wechselwirkung zwischen Sp-rpo41 und Sp-
sls1 unwahrscheinlich macht.   
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4 Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war, Mechanismen zu identifizieren, die in den 
Mitochondrien zur Regulation der mitochondrialen Transkriptmengen dienen. 
Während in S. cerevisiae die mitochondrial kodierten Gene von 19 Promotoren 
transkribiert werden (Foury et al., 1998), verfügt das mitochondriale Genom der hier 
als Modellsystem genutzten Spalthefe Schizosaccharomyces pombe lediglich über 
die zwei Promotoren Pma (ATATATGTA) und Pmi (TTATATGTG). Die Transkription 
an diesen Promotoren ist nicht modulierbar (Schäfer et al., 2005). Da aber alle 
mitochondrialen Gene in zwei großen Einheiten transkribiert werden, ist die post-
transkriptionale Kontrolle für die Einstellung der steady state level der einzelnen 
mitochondrialen Transkripte von entscheidender Bedeutung. 
Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass exogene Faktoren wie Temperatur und 
Kohlenstoffquelle großen Einfluss sowohl auf das mitochondriale Transkriptom als 
auch auf die steady state level der am RNA-Metabolismus beteiligten kernkodierten 
Gene haben.  
 
4.1   Einfluss exogener Faktoren 
Hitztestress, wie er durch die erhöhte Kultivierungstemperatur von 37°C ausgeübt 
wird, führt zu einer 2-6 fachen Erhöhung der mitochondrialen RNA steady state level. 
Dieser Effekt korreliert mit Erkenntnissen aus früheren Untersuchungen, in denen 
festgestellt worden war, dass es bei Hitzestress durch reduzierte Effizienz der tRNA- 
Prozessierung zu einer Anreicherung tRNA-haltiger Transkript-Vorläufern kommt 
(Schäfer, 2005). Zu den mitochondrialen Transkripten, deren Menge besonders stark 
gesteigert wurde, zählen rps3 und rnpB. Die Erhöhung der steady state level von 
rnpB spiegelt eine Steigerung der Mengen von RNaseP wieder, die zusammen mit 
einem Homolog der RNaseZ für die Prozessierung der tRNAs verantwortlich ist 
(Bullerwell et al., 2003; Schäfer et al., 2005). Diese Mengenzunahme kann als 
Versuch angesehen werden, die beobachtete mangelhafte tRNA-Prozessierung zu 
steigern. Wie auch das im Folgenden beschriebene Gen rps3 wird die 
Transkriptmenge von rnpB stärker durch den Hitzestress und die aus diesem 
resultierenden Prozessierungsdefekten beeinflusst als durch die Atmungsaktivität, 
die durch eine rein oxidativ nutzbare Kohlenstoffquelle induziert wird. Rps3 wurde als 
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Homolog des S. cerevisiae Gens VAR1 identifiziert, das als struktureller Bestandteil 
der kleinen ribosomalen Untereinheit an der Assemblierung der mitochondrialen 
Ribosomen beteiligt ist (Fiori et al., 2003). Mutationen in rps3 führen in S. pombe 
zum verstärkten Auftreten von Segreganten mit Mutationen in der mtDNA (Neu et at., 
1998). Bemerkenswert ist, dass es trotz teilweise deutlicher Erhöhung der steady 
state level mitochondrialer Transkripte nur zu einer leicht erhöhten Expression 
(<Faktor 2) beteiligter kernkodierter Transkripte kommt. Dies deutet darauf hin, dass 
neben einer verstärkten Transkription auch post-translationale Modifikationen der 
Aktivität beteiligter Proteine zur Kontrolle des mitochondrialen Transkriptoms 
beitragen. 
Auch durch die Verwendung von nicht reprimierenden Kohlenstoffquellen wie z.B. 
Glycerin wird die Expression der kernkodierten Gene nur schwach (<Faktor 2) 
gesteigert. Auch hier spielt die post-translationale Modifikation der Aktivität beteiligter 
Proteine eine entscheidende Rolle. Lediglich für das Transkript von Sp-cit1, dem 
Homolog der mitochondrial lokalisierten Citrat-Synthase, wurde eine deutliche 
Mengensteigerung festgestellt, was mit den Ergebnissen korreliert, dass die 
Expression von CIT1 in S. cerevisiae von den RTG-Genen kontrolliert und im 
Rahmen der Derepression höher expremiert wird (Liu und Butow, 1999). Abgesehen 
von den erwähnten Ausnahmen rps3 und rnpB ist die Steigerung der mitochondrialen 
steady state level stärker ausgeprägt als bei Hitzestress, ohne das es bei den 
kernkodierten Genen zu einer signifikant veränderten Expression kommt.  
Durch die Addition von Bedingungen, die einen erhöhten Bedarf an RNA-turnover 
generieren, wird der RNA-Metabolismus so weit gesteigert, dass dieser nur durch 
eine deutliche Erhöhung der Transkription/Expression beteiligter Proteine erreicht 
werden kann. Besonders deutlich fiel diese für die steady state level des Transkripts 
von Sp-Sls1, einem Gen, das für die Koordination von mitochondrialer Transkription 
und Translation verantwortlich ist, aus (Bryan et al., 2002). Hierauf soll bei der 
Diskussion der Ergebnisse für Sp-sls1 eingegangen werden. Obwohl in S. cerevisiae 
gezeigt werden konnte, dass die Disruption von CIT1 zu einer erhöhten Sensivität 
gegen Hitzestress führt (Lee et al., 2007), wurde die Transkriptmenge durch den 
zusätzlichen Hitzestress nicht über das Maß erhöht, das bereits durch die 
Verwendung von nichtreprimierenden Kohlenstoffquellen erreicht wurde. 
Während die Kombination von dereprimierenden Bedingungen und Hitzestress für 
die meisten untersuchten Gene zu einer relativen Erhöhung der steady state level 
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führte, übte eine Erniedrigung der Temperatur den gegenteiligen Effekt aus. Durch 
die Temperaturverringerung ist der Gesamtmetabolismus der Zelle reduziert, 
erkennbar an der geringeren Wachstumsgeschwindigkeit. Dies senkt auch den 
Energiebedarf, was zu geringeren steady state level mitochondrialer und beteiligter 
kernkodierter Transkripte führt. So war die Zunahme der steady state level der 
mitochondrialen Transkripte bei 25°C wesentlich sch wächer (Faktor 2,5) ausgeprägt, 
als bei 30°C (Faktor 5). Besonders gering fiel die Erhöhung für die Transkripte von 
rps3 und rnpB aus, für die bereits gezeigt werden konnte, dass ihre Expression 
besonders durch Hitzestressbedingungen und weniger durch eine verstärkte 
Atmungsaktivität reguliert wird. Auch bei den Transkripten kernkodierter Gene 
einschließlich Sp-cit1 sind die Mengensteigerungen bei 25°C weniger stark  
ausgeprägt als bei 30°C. Nur der steady state level  von Sp-mss116 wurde durch die 
verringerte Temperatur im Vergleich zu dereprimierenden Bedingungen bei 30°C 
nicht beeinflusst. Versuche in der Arbeitsgruppe Schäfer konnten allerdings belegen, 
dass gerade bei erniedrigten Temperaturen die Disruption von Sp-mss116 zu einem 
verstärkten Phänotyp führt. Deshalb ist die beobachtete Mengenveränderung dieses 
Transkripts weniger durch die Umstellung des Gesamtmetabolismus verursacht als 
durch Defekte, die den mitochondrialen RNA-Metabolismus stören. 
 
4.2 Der Kontrollfaktor Sp-pet127 
Um Gene zu identifizieren, die an der Kontrolle des mitochondrialen RNA-
Metabolismus beteiligt sind, wurden Mutanten untersucht, die die Fähigkeit, 
nichtfermentierbare Kohlenstoffquellen zu verwerten, ganz oder teilweise verloren 
haben. Bei diesem Screening wurde der ORF SPCC1183.04c identifiziert, dessen 
Disruption die Wachstumsgeschwindigkeit auf Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle 
bei 37°C deutlich reduziert (Kapitel 3.3.1.1). 
 
Homologe von Sp-pet127 existieren in niederen Eukaryoten, die über keine 
mitochondrialen Polyadenylierung verfügen 
Eine Datenbanksuche nach Proteinen mit Sequenzähnlichkeiten zum ORF 
SPCC1183.04c (Kapitel 3.2.3) zeigte, dass Homologe in einer Reihe weiterer 
Organismen existieren, die im Rahmen einer Publikation vorgestellt wurden 
(Wiesenberger et al., 2007). Inzwischen existiert eine eigene pet127-Familie, 
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Homologe wurden in über 60 Arten identifiziert. Zu diesen zählen neben einer 
Vielzahl von Pilzen auch weitere niedere Eukaryota wie z.B. dem Ciliaten 
Tetrahynema thermophila oder dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum. 
Bemerkenswert ist, dass Homologe von Sp-pet127 nur in Arten nachgewiesen 
wurden, bei denen mitochondriale Transkripte nicht polyadenyliert werden. Trotz 
eines gemeinsamen Vorläufers, nach heutigem Wissensstand aus der Familie der α-
Proteobakterien (Lang et al., 1999), bestehen in diesem Punkt deutliche 
Unterschiede bei verschiedenen Arten. Während in niederen Eukaryota keine 
Polyadenylierung stattfindet, wurde für höhere Eukaryota gezeigt, dass diese 
Modifikation für die Stabilität der mitochondrialen Transkripte verantwortlich ist. 
Allerdings erhöht die Polyadenylierung die Stabilität der Transkripte in Säugern 
(Gagliardi et al., 2004), während sie in Pflanzen zu Destabilisierung und so 
vermutlich zu Einstellung der steady state level beitragen (Holec et al., 2006). 
Möglicherweise stellt Sp-pet127 eine Alternative zur Steuerung der 
Transkriptstabilität in Arten dar, die über keine mitochondriale Polyadenylierung 
verfügen. Zu den identifizierten Homologen gehört unter anderen auch das Gen 
PET127 aus S. cerevisiae. Für dieses konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl 
die Quantität als auch die Qualität der mitochondrialen Transkripte beeinflusst 
(Haffter und Fox, 1992; Wiesenberger und Fox, 1997). Northern-blot Analysen der 
mitochondrialen Transkripte zeigten, dass die Disruption von Sp-pet127 bei den 
meisten RNAs zu einer Erhöhung der steady state level führte (Kapitel 3.3.1.2).  
 
Sp-pet127 moduliert die steady state level mitochondrialer Transkripte 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen in S. cerevisiae traten keine unprozessierten 
Vorläufertranskripte auf, aber unterhalb der reifen mRNAs konnten in den 
Hybridisierungen Degradationsintermediate nachgewiesen werden, die auf eine 
deutlich reduzierte Degradationseffizienz schließen lassen (Abbildung 12; S.53). Die 
Erhöhung der mitochondrialen RNA steady state level wurde mittels quantitativer 
Real-Time PCR bestätigt und genauer bestimmt. Für die beobachteten 
Veränderungen sind mehrere Erklärungen möglich. Eine Regulation der 
Promotoraktivität kann als Ursache für die Veränderung der steady state level 
ausgeschossen werden, da es sich bei den Promotoren um konstitutive Promotoren 
handelt (Schäfer et al., 2005). Generell gibt es zwei Prozesse, Transkription oder 
Translation, durch deren Modulation Sp-pet127 die mitochondrialen 
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Transkriptmengen beeinflussen kann. Es ist bekannt, dass für die Translation 
mitochondrialer Transkripte eine Reihe von Proteinen als Translationsaktivatoren 
benötigt werden (Naithani et al., 2003). Die Disruption dieser Aktivatoren führt zu 
einer Reduktion der mRNA der Transkripte, deren Translation von den 
entsprechenden Proteinen koordiniert wird, und zu einem Verlust der 
Atmungsfähigkeit (Islas-Osuna et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist die Disruptante 
∆Sp-pet127 weiterhin in der Lage, auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen zu 
wachsen, auch wenn dieses Wachstum durch Hitzestress reduziert wird. Wären auch 
nur einzelne Transkripte nicht mehr translatiert worden, so hätte auch diese 
Disruptante einen kompletten Atmungsdefekt zeigen müssen. Dies deutet darauf hin, 
dass Sp-pet127 seine Funktion auf Ebene des RNA-Metabolismus erfüllt. Hier sind 
drei Bereiche denkbar, die durch die Disruption beeinflusst werden könnten, die 
Transkription /-s-Initiation, die Prozessierung und die Degradation. Da die Disruption 
von Sp-pet127 zu einer Akkumulation der mitochondrialen Transkripte führt (Kapitel 
3.3.1.3), während die Überexpression die steady state level reduziert (Kapitel 
3.3.2.3), bestand die Möglichkeit, dass das untersuchte Gen ein Repressor der 
mitochondrialen Transkription kodiert. Gegen diese Hypothese spricht die 
Beobachtung, dass es in der Disruptante zu einer Akkumulation von 
Degradationsintermediaten kommt, aber keine nur teilweise prozessierte Vorläufer-
Transkripte auftreten. Besonderes Augenmerk verdient hier die Northern-
Hybridisierung für das Transkript von rnpB (Abbildung 12; S.53). Bei 37°C treten 
bereits im Wildtyp neben der reifen mRNA auch tRNA-haltige Vorläufer-Transkripte 
auf. Durch die Disruption des putativen Repressors Sp-pet127 hätte es zu einer 
verstärkten Transkription kommen und durch die eingeschränkte tRNA-
Prozessierung hätte sich der Anteil der Vorläufer-RNA erhöhen müssen. Dieser 
Effekt konnte nicht beobachtet werden, was gegen einen Einfluss auf die 
Transkriptionsrate spricht. Weiterhin wurde versucht, die mitochondriale Transkription 
in der Disruptante ∆Sp-pet127 zu erhöhen, indem die RNA-Polymerase Sp-rpo41 
überexpremiert wurde (Kapitel 3.4.2). Wäre Sp-pet127 ein Repressor von Sp-rpo41 
gewesen, so wie es in vitro für Sc-MSS116 in S. cerevisiae nachgewiesen wurde 
(Markov et al., 2009), hätte es zu einer Steigerung der Transkriptmengen kommen 
müssen. Dies wurde aber nicht beobachtet. Auch dass durch die Disruption der 
steady state level von cob nicht gesteigert wurde, spricht gegen eine allgemeine 
Steigerung der Transkription. Würde Sp-pet127 die Transkription selbst beeinflussen, 
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so dürften die Mengen einzelner Transkripte nicht unbeeinflusst bleiben, da die 
einzelnen Transkripte gemeinsam in zwei polycistronischen Vorläufer-RNAs 
transkribiert werden. Gleiches gilt für das sich durch die Überexpression ergebende 
mitochondriale Transkriptprofil. Zwar würde sich die allgemeine Abnahme der 
mitochondrialen Transkripte mit dem Repressormodell erklären lassen, aber auch 
hier sind einzelne Transkripte, unter ihnen auch cob, wesentlich schwächer 
beeinflusst als der Rest. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der 
Transkription, wie sie durch die Mutationen der RNA-Polymerase RPO41 oder dem 
sigma-artigen Faktor MTF1 hervorgerufen wird, bei erhöhter Temperatur zu einem 
Verlust mitochondrialer DNA führt (Matsunaga und Jaehning, 2004; Karlok et al., 
2002). Obwohl bei der Überexpression Stämme verwendet wurden, die zum DNA- 
Verlust befähigt sind, wurde kein petite Phänotyp nachgewiesen, was zusätzlich 
gegen eine Modulation der Transkription durch Sp-pet127 spricht.  
 
Sp-pet127 komplementiert die Disruption von Sc-PET127 in S. cerevisiae  
Bezüglich des Einflusses auf die Transkript-Prozessierung ergibt sich ein 
heterogenes Bild. In S. pombe kommt es durch die Disruption von Sp-pet127 zwar 
zur Akkumulation der reifen mRNA, aber nicht zum pet127-spezifischen Auftreten 
von Vorläufer-Transkripten. In S. cerevisiae hingegen akkumulierten die Vorläufer-
RNAs unter anderem von COB, ATP6 und VAR1, von denen bekannt war, dass für 
die Bildung von reifen mRNAs die 5´-Enden der Vorläufer-Transkripte prozessiert 
werden müssen (Wiesenberger und Fox, 1997). Es konnte gezeigt werden, dass 
derartige Prozessierungsdefekte, wenn sie durch Disruptionen oder Mutationen 
anderer Gene ausgelöst wurden, durch die Überexpression von Sc-PET127 
komplementiert werden können (Wegierski et al., 1998). Für das Transkript von COB 
konnten Feteke et al. (2008) zeigen, dass Sc-PET127 die Funktion einer 5´3´-
Exonuklease steuert, die in S. cerevisiae an der 5´-Prozessierung beteiligt ist. In den 
Mitochondrien von S. pombe werden die 5´-Enden der Transkripte entweder durch 
die Transkriptions-Initiation (rnl, cox3) oder durch tRNA-Prozessierung (die übrigen) 
generiert (Schäfer et al., 2005). Um die Frage zu adressieren, ob die unterschiedliche 
Funktion durch Veränderungen von pet127 selbst oder von Interaktionspartnern 
bedingt waren, wurde Sp-pet127 in der Disruptanten ∆Sc-PET127 überexpremiert 
und die mitochondrialen Transkripte mittels Northern-Hybridsierung qualitativ 
untersucht. Die Reduktion von Vorläufer-Transkripten zugunsten von reifer mRNA 
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zeigt, dass Sp-pet127 in der Lage ist, die Funktion von Sc-PET127 teilweise zu 
komplementieren und die 5´-Prozessierung zu unterstützen (Wiesenberger et al., 
2007). Da Sp-pet127 selbst über keine Domänen verfügt, um mit RNA zu 
interagieren, kann dieser Effekt nur durch die Wechselwirkung mit anderen Proteinen 
innerhalb der Mitochondrien von S. cerevisiae bewirkt werden. Auch Sp-pet127 ist 
generell in der Lage, an der 5´-Prozessierung mitzuwirken. Da in S. pombe aber 
dafür kein Bedarf besteht, können derartige Defekte auch nicht nachgewiesen und 
als Ursache für die Veränderung der steady state level angesehen werden. Die 
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Aufgabe von Sp-Pet127 die Stimulation der 
mitochondrialen RNA-Degradation ist. Unklar war an dieser Stelle, ob diese 
Stimulation von der Menge der vorhandenen Transkripte abhängt, also rein 
quantitativ beeinflusst wird, oder ob für das Maß der Degradation die 
Transkriptqualität -einschließlich Prozessierungsdefekten- den entscheidenden 
Faktor darstellt. 
 
Das 5´-Ende der mitochondrialen Transkripte ist entscheidend für die Funktion 
von Sp-pet127  
Durch Versuche in der Arbeitsgruppe Schäfer waren Mutanten verfügbar, bei denen 
Teile oder alle Komponenten des so genannten Prozessosoms disruptiert waren. 
Mutanten, bei denen lediglich die beteiligte RNAse (rpm1) disruptiert war, wiesen 
zwar eine korrekte Prozessierung der tRNAs auf, aber das 3´-Ende war nicht bis zum 
C-Core Motiv abgebaut. Bei der Disruption der Helikase (rpm2) oder beiden 
Komponenten -Helikase und RNase-, waren sowohl das 5´-Ende als auch das 3´-
Ende teilweise degradiert, wobei die Defekte in der Doppeldisruptante stärker 
ausgeprägt waren. In allen drei Mutanten kam es für eine Reihe von Transkripten zur 
deutlichen Erhöhung der steady state level (Hoffmann et al., 2008). Mittels der 
Überexpression von Sp-pet127 in den verschiedenen Mutanten konnte aufgeklärt 
werden, welche Faktoren für die regulierende Funktion von Sp-pet127 verantwortlich 
sind. In der Disruptante der RNAse rpm1 wurde eine Reduktion der mitochondrialen 
Transkripte gemessen, die vergleichbar mit der Überexpression von Sp-pet127 im 
Wildtyp ist (Kapitel 3.4.1.1). Dies lässt den Schluss zu, dass weder die allgemeine 
Zunahme der steady state level noch die Prozessierungsdefekte am 3´-Ende zu einer 
Stimulierung der Aktivität von Sp-pet127 führen. In den Mutanten, bei denen die 
Disruption der Helikase oder des gesamten Prozessosoms zur Defekten am 5´-Ende 
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der Transkripte führten, kam es zu einer massiven Reduktion der mitochondrialen 
steady state level, die mit dem Ausmaß der Prozessierungsdefekte am 5´-Ende 
korrelierten (Kapitel 3.4.1.2/3). Entscheidend für die Funktion von Sp-pet127 ist also 
der Zustand der 5´-Enden der Transkripte. Da für das Protein keine Domänen 
identifiziert werden konnten, die eine direkte Interaktion mit oder eine Prozessierung 
von RNA ermöglichen, stellt sich die Frage nach den Mechanismen dieser Kontrolle. 
Feteke et al. (2008) konnten zeigen, dass die Vorläufertranskripte von COB in S. 
cerevisiae am 5´-Ende mit Hilfe von Sc-PET127 prozessiert und so die reife mRNA 
gebildet wird. Ist das cob-Bindeprotein CBP1 disruptiert, wird hingegen nicht das reife 
Transkript gebildet, sondern die RNA wird vollständig degradiert. Es wird davon 
ausgegangen, dass eine durch Sc-PET127 gesteuerte 5´3´-Exonuklease das 5´-
Ende bis zu der Stelle degradiert, an der Cbp1p an die RNA gebunden ist. 
Bioinformatische Untersuchungen zeigten, dass in S. pombe sowohl ein Protein mit 
Ähnlichkeit zu CBP1 existiert, als auch in der 5´-UTL der cob Transkripte von beiden 
Arten eine Sequenz vorhanden ist, an die das jeweilige Protein binden könnte. 
Dieses Modell korreliert mit dem vorliegenden Ergebnis, dass Defekte im 5´-Bereich 
der Transkripte für die degradierende Wirkung von Sp-pet127 Voraussetzung sind. 
Das Transkript von cob wird im Wildtyp von S. pombe durch Disruption und 
Überexpression von Sp-pet127 zwar nicht beeinflusst, aber in Disruptanten des 
Prozessosoms konnte gezeigt werden, dass bei Defekten im 5´-Bereich auch cob-
Transkripte verstärkt abgebaut werden können (Kapitel 3.4.1.2/3). Neben 
Erkenntnissen, die sich auf die Funktion von Sp-pet127 beziehen, ließen diese 
Versuche auch Rückschlüsse auf andere beteiligte Gene zu. Für die Homologe in 
von rpm1 und rpm2 in S. cerevisiae -SUV3 und DSS1- wurde die Hypothese 
aufgestellt, dass sie eine zentrale Rolle im RNA-turnover und in der Kontrolle der 
Transkriptqualität erfüllen (Dziembowski et al., 2003). Die vorgelegten Ergebnisse 
zeigen, dass die Situation zumindest in S. pombe anders sein muss. Gerade bei der 
Überexpression von Sp-pet127 in der Doppeldisruptante ∆rpm1 ∆rpm2, deren RNA-
Degradation deutlich gestört sein müsste, sind die deutlichsten Abnahmen zu 
erkennen (Kapitel 3.4.1.3). Entgegen der Annahme der Autoren scheint die 
Hauptaufgabe dieses Komplexes weniger die Degradation als vielmehr die 
Prozessierung zu sein, so dass der identifizierte Komplex in S. pombe auch nicht als 
Degradosom sondern als Prozessosom tituliert wurde (Hoffmann et al., 2008). 
Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass die Disruption der Helikase rpm2 
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nicht nur zu Defekten an der 3´-Enden der Transkripte führt, sondern auch am 5´-
Ende. Dies war für eine Komponente eines 3´5´-Exonuklease-Systems nicht zu 
erwarten. Eine mögliche Erklärung wäre, dass rpm2 sowohl an der Prozessierung 
des 5´- als auch des 3´-Endes beteiligt ist. Es ist bekannt, dass die Funktion der 
Homologen von rpm2/SUV3 von deren Interationspartnern beeinflusst wird. In 
Arabidopsis thaliana degradiert ein Homolog (AtSUV3) mehrere kB lange 3´-
Überhänge mit Hilfe der Polynukleotid Phosphorylase (Binder und Brennike, 2003). 
In Kombination mit einer RNase, die Ähnlichkeit zu RNaseII in E. coli und damit auch 
zu DSS1/rpm1 hat, werden die korrekten 3´-Enden generiert (Perin et al., 2004). 
Auch in Säugern wie dem Menschen übernimmt ein Homolog von SUV3 vermutlich 
eine zentrale Rolle bei der mitochondrialen RNA-Degradation, aber auch in diesem 
Fall erfüllt eine PNPase die Aufgabe der RNAse (Wang et al., 2009). Da es in den 
Mitochondrien von S. pombe und S. cerevisiae nicht zu Polyadenylierung der 
Transkripte kommt, fehlt dieses Protein als möglicher Interaktionspartner für 5´-
Prozessierung und Degradierung. Auch die Untersuchungen von anderen 
mitochondrial lokalisierten RNAsen wie NUC1 und YNT20 in S. cerevisiae und S. 
pombe führt nicht zur Identifikation möglicher Interaktionspartner (Miyakawa et al., 
2008; Hanekamp und Thorsness, 1999; Ergebnisse Arbeitsgruppe Schäfer). Rpm2 
hat einen Einfluss auf die 5´-Prozessierung der Transkripte, aber mit welchem 
Partner es diesen ausübt, bleibt unklar. Wegierski et al. (1999) haben postuliert, dass 
pet127 eine Rolle bei der Koppelung von 3´- und 5´-Prozessierung zukommt. Diese 
Vermutung kann aus mehreren Gründen in dieser Form nicht zutreffen. Auslöser für 
die beobachteten Defekte am 5´-Ende von mitochondrialen Transkripten in S. 
cerevisiae war die Disruption von SUV3 oder DSS1, ohne das eine Beteiligung von 
Sc-PET127 gezeigt wurde. Das 3´5´-Degradosom oder Teile davon sind in S. 
cerevisiae also auch an der 5´-Prozessierung beteiligt, wie auch rpm2 in S. pombe 
für die Bildung korrekter 5´-Enden benötigt wird. Die Resultate der vorgelegten Arbeit 
und die Ergebnisse von Feteke et al. (2008) zeigen, dass sowohl in S. pombe als 
auch in S. cerevisiae das 5´-Ende der Transkripte der Angriffspunkt von pet127 ist. 
Bezüglich des Mechanismus, der die mitochondrialen Transkripte vor Abbau schützt, 
bestehen unterschiedliche Modelle. Auf der einen Seite wird vermutet, dass sich 
Sekundärstrukturen in der RNA ausbilden, die einen fortschreitenden Abbau durch 
RNAsen unterbinden können (Kuhn et al., 2001), auf der anderen Seite wird ein 
Schutz der RNA durch die Bindung bestimmter Proteine diskutiert. Es ist bekannt, 
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dass mitochondriale Transkripte am 3´-Ende in S. cerevisiae bis kurz vor das so- 
genannten Dodecamer-Motiv, welches in allen mitochondrialen Transkripten 
nachgewiesen wurde und mit dem C-Core-Motiv ein Analog in S. pombe besitzt, 
abgebaut werden (Schäfer et at., 2005). Das Dodecamer-Bindeprotein (DBP) bindet 
im phosphorylierten Zustand an dieser Sequenz und schützt die Transkripte vor 
Abbau (Li und Zassenhaus, 2000). Für die korrekte Prozessierung des COB-
Vorläufertrankripts in S. cerevisiae bedarf es der Bindung des COB-Bindeproteins 
CBP1 im 5´-Bereich der RNA, um eine komplette Degradation zu unterbinden und 
die anschließende Translation sicher zu stellen (Feteke et al., 2008). Für die meisten 
oder alle mitochondrialen Transkripte konnte gezeigt werden, dass für die korrekte 
Translation und Prozessierung Proteine an der 5´-UTRs der Transkripte binden 
(Naithani et al., 2003). Beispiele sind neben Cbp1p für COB auch Pet309p für COX1 
(Manthey und McEwen, 1995) oder Pet54p, Pet122p und Pet494p für COX3 
(Wiesenberger et al., 1995). Mutationen und Deletionen im 5´-UTR von COX3 führen 
zu einer starken Abnahme der steady state level des Transkripts und die Disruption 
von Sc-PET127 erhöht die Mengen nahezu wieder auf Wildtyp-Niveau 
(Wiesenberger und Fox, 1997). Derartige Wechselwirkungen konnten nicht nur für S. 
cerevisiae sondern auch andere Hefen wie z.B. Klyveromyces lactis nachgeweisen 
werden, wobei bezüglich der Ähnlichkeit der Aminosäuresequenz der beteiligten 
Proteine erhebliche Unterschiede bestehen können (Costanzo et al., 2000).  
Die vorgelegten Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieses Modell auch auf S. 
pombe zutrifft. Übermäßige Prozessierung am 5´-Ende, die auch das Bindemotiv für 
etwaige Schutzproteine bzw. Translationsaktivatoren umfasst, verstärken die pet127-
abhängige Degradationen deutlich oder ermöglichen diese erst, wie im Fall von cob. 
Sp-pet127 ist zwar in S. pombe nicht an der Prozessierung der 5´-Enden der 
mitochondrialen Transkripte beteiligt, kann diese Funktion aber in entsprechenden S. 
cerevisiae Stämmen erfüllen (Wiesenberger et al., 2007). Auch bei Transkripten in S. 
cerevisiae, deren 5´-Enden unabhängig von Sc-PET127 gebildet werden wie COX3, 
werden deren Stabilität bzw. steady state level durch PET127 beeinflusst. Mutationen 
im 5´-UTL von COX3 verursachen eine starke Reduktion der steady state level, die 
durch die Disruption von Sc-PET127 ausgeglichen werden kann (Wiesenberger und 
Fox, 1997). Ein weiteres Beispiel, das die Ähnlichkeit bezüglich der Kontrolle der 
mitochondrialen Transkription zwischen S. pombe und S. cerevisiae zeigt, ist der 
Vergleich der mitochondrialen Degradosome. Von der Arbeitsgruppe Schäfer konnte 
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gezeigt werden, dass durch die Überexpression der Helikase SUV3 die Disruption 
ihres Homologs rpm2 in S. pombe komplementieren und so das Wachstum auf 
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen verbessern kann (Hoffmann et al., 2008).  
 
Sp-pet127 ist Teil eines Systems zur „Qualitätskontrolle“ für mt Transkripte  
Sowohl die Transkription als auch Translation sind an den mitochondrialen 
Membranen lokalisiert. Eine direkte Koppelung dieser beiden Prozesse wurde lange 
diskutiert (Bryan et al., 2002; Rodeheffer und Shadel 2003; Shadel 2004). Gestützt 
wird diese Vermutung durch die Identifikation eines 900 kDa großen Komplexes, der 
unter anderem die Translationsaktivatoren CBP1 und PET309 enthält (Krause et al., 
2004). Markov et al. (2009) konnten zeigen, dass dieser Komplex eine Reihe weiterer 
Komponenten des Transkriptions- und Translationsapparates enthält. Zu diesen 
zählen viele Gene, deren Funktion und Interaktion in der vorgelegten Arbeit genauer 
untersucht wurden wie Sp-pet127, Sp-rpo41, Sp-mtf1, Sp-mss116 und Sp-sls1. 
Aufgabe dieses Komplexes ist sowohl die Transkription mit allen zugehörigen 
Prozessen, aber auch die Zuführung der Transkripte zur Translation und 
möglicherweise sogar post-translationale Prozesse, da unter anderen auch das 
Chaperon Hsp60p, das für die Faltung von Polypetiden verantwortlich ist, zu diesem 
Komplex gehört. 
Die Aufgabe von Sp-pet127 innerhalb dieses Komplexes ist die Kontrolle der 
Transkriptqualität und, wenn wie in S. cerevisiae nötig, die 5´-Prozessierung der 
mitochondrialen Transkripte. Hierzu interagiert Sp-pet127p mit Hilfe assoziierter 
Proteine mit den Transkripten und einem 5´3´-Exonukleasekomplex. Ist ein 
Schutzprotein, wie es die Translationsaktivatoren darstellen können, an die RNA 
gebunden, so wird das Transkript nicht degradiert, sondern allenfalls am 5´-Ende 
prozessiert. Ist kein Protein gebunden, entweder, weil, wie im Fall Prozessosomen-
Mutanten ∆rpm2 und ∆rpm1 ∆rpm2, die Bindestelle nicht vorhanden ist, oder weil die 
Menge des entsprechenden Proteins nicht ausreicht, um alle RNAs zu schützen, 
kommt es zur vollständigen Degradation. Die Zelle kann so nicht nur über die 
Regulation der Transkription (durch Sp-rpo41) das allgemeine steady state level 
beeinflussen, sondern auch die Mengen der einzelnen Transkripte regulieren, indem 
sie die Expression der Translationsaktivatoren und ähnlicher kernkodierter Proteine 
steuert. Neben der Beeinflussung der Transkriptmenge kann durch Sp-Pet127p auch 
die Qualität der Transkripte kontrolliert werden. Diese kann beeinträchtigt sein, weil 
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es, wie im Fall vieler Mitochondriopathien, zur Mutation der mtDNA gekommen ist, 
Sauerstoff-Radikale die RNA direkt geschädigt haben (Li et al., 2006) oder, wie in 
den hier untersuchten Fällen, Veränderungen im Zellkern die korrekte Transkript-
Prozessierung verhindern. Sp-pet127 trägt dazu bei, dass fehlerhafte RNAs gezielt 
degradiert werden können. Die Überexpression von Sp-rpo41 führte in der Mutante 
∆Sp-pet127 zu keiner Veränderung des mitochondrialen Transkriptoms (Kapitel 
3.4.2). Daraus kann geschlossen werden, dass die beiden Gene sich in ihrer 
Funktion nicht gegenseitig beeinflussen. Da sie funktionell gegensätzliche Aufgaben 
erfüllen -die Bildung von Transkripten und der Abbau von Transkripten-, war eine 
direkte Interaktion nicht zu erwarten, wie es bei einem disruptierten Transkriptions- 
Repressor der Fall wäre. Die Überexpression von Sp-mss116 hingegen senkt die 
steady state level der meisten mitochondrialen Transkripte um ungefähr 50% (Kapitel 
3.4.3). Es wurde bereits in S. cerevisiae gezeigt, dass durch die Überexpression 
einer Helikase die Transkriptmengen in Disruptanten reduziert werden können. Durch 
die Überexpression der Helikase Sc-mss116 wird die Akkumulation von 
Vorläufertranskripten in der Mutante ∆SUV3 reduziert und die Atmungsfähigkeit 
verbessert (Minczuk et al., 2002). Aufgrund der vorliegenden neuen Ergebnisse sind 
für den Befund aber mehrere Interpretationen für die Reduktion möglich. 
 
Das Gleichgewicht von Transkription und Degradation spielt bei der Kontrolle 
des mitochondrialen Transkriptoms eine zentrale Rolle 
Auf der einen Seite kann die verstärkte Helikase-Aktivität, die durch die 
Überexpression von Sp-mss116 erzeugt wird, die Auflösung von Sekundärstrukturen 
unterstützen und so die Degradation fördern. Auf der anderen Seite konnte in S. 
pombe durch die gleichzeitige Messung der kernkodierten Transkripte gezeigt 
werden, dass die Expression dieser Transkripte deutlich gesenkt wird, was auch zu 
einer Reduktion der mitochondrialen steady state level führen kann (Kapitel 3.4.3). 
Rogowska et al. (2006) zeigten, dass durch eine verringerte Transkription, verursacht 
durch Mutationen der mitochondrialen RNA-Polymerase RPO41 oder des sigma-
artigen Faktors MFT1, die Akkumulation von Vorläufertranskripten in eine Disruptante 
∆SUV3 reduzieren und damit die Atmungsfähigkeit teilweise wiederherstellen kann. 
Hieraus schlossen sie, dass eine ausgeglichene Transkription und Degradation für 
die Atmungsfähigkeit von entscheidender Bedeutung ist. Die beobachteten 
Modulationen der kernkodierten Gene, welche durch die verschiedenen 
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Überexpressionen ausgelöst werden, können einen Versuch darstellen, genau 
dieses Gleichgewicht wiederherzustellen. Vor diesem Hintergrund müssen die 
Ergebnisse von Minczuk et al. (2002) mit erhöhter Vorsicht betrachtet werden. Da die 
Expression beteiligter kernkodierter Gene in der zitierten Arbeit nicht gemessen 
wurde, kann die beobachtete Abnahme von mitochondrialen Vorläufertranskripten 
sowohl durch eine Substitution der Helikase-Funktion hervorgerufen werden, wie sie 
von den Autoren diskutiert wird, als auch durch eine negative Feedback-Regulierung, 
die die Transkriptionsrate reduziert, vergleichbar mit dem von Rogowska et al. (2006) 
beobachteten Fall. 
 
Gene, die am mitochondrialen RNA-Metabolismus beteiligt sind, werden 
ähnlich reguliert 
Die am Transkriptions-/Translations-Komplex beteiligten Gene unterliegen einer 
ähnlichen oder möglicherweise auch einer gemeinsamen Regulation. So führte die 
Überexpression von Sp-pet127 im Wildtyp nicht nur zu einer Reduktion der 
mitochondrialen Transkriptmengen, wie sie aufgrund der Funktion zu erwarten war, 
sondern auch die Expression fast aller untersuchten kernkodierten Gene wurde 
verringert (Kapitel 3.3.2.3). Gleiches gilt für die Überexpression von Sp-mss116 oder 
Sp-sls1 in der Disruptante ∆Sp-pet127 (Kapitel 3.4.2 und 3.5.4). Die im Rahmen der 
Überexpressionen beobachteten Veränderungen betreffen also nicht nur die steady 
state level der mitochondrialen Transkripte, sondern beeinflussen auch die 
kernkodierten Gene. Möglich wird dies durch eine Übermittelung von Informationen 
über die Trankriptions-Situation in den Mitochondrien an den Zellkern, den 
sogenannten retrograden Pfad (Liu und Butow, 2006). Die Reaktion auf die 
Überexpression kann aufgrund der Gesamtsituation auch moduliert werden. In der 
Disruptante von Sp-pet127, in der es zu Überakkumulation der mitochondrialen 
Transkripte gekommen ist, sorgt die Überexpression von Sp-mss116 für eine 
einheitliche Abnahme der steady state level der kernkodierten Gene von über 50% 
(Kapitel 3.4.3). In Disruptanten mit reduziertem mitochondrialen steady state level 
wie zum Beispiel ∆Sp-sls1, sorgt die Überexpression von Sp-mss116 für eine 
einheitliche Zunahme der Expression kernkodierte Transkripte (Kapitel 3.7.3). Dies 
deutet sowohl auf die einheitliche Steuerung der beteiligten Gene hin, als auch auf 
die Komplexität der mitochondrialen Transkriptionskontrolle. 
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4.3 Sp-Sls1- Ein Faktor für die Koordination von Transkription und 
Translation 
Mit dem ORF SPAP8A3.14c wurde ein weiteres Gen identifiziert, das einen Einfluss 
auf das mitochondriale Transkriptom ausübt. Nachdem gezeigt werden konnte, dass 
die Disruption zu einem vollständigem Verlust der Atmungsfähigkeit führt (Kapitel 
3.6.1.1), wurde der ORF bioinformatisch genauer untersucht, ohne konservierte 
Domänen zu identifizieren, die eine direkte Interaktion mit RNA ermöglichen (Kapitel 
3.5.2). Homologe konnten in einer Reihe von Organismen identifiziert werden, unter 
anderem auch in S. cerevisiae (Kapitel 3.5.3). SLS1, das Homolog von ORF 
SPAP8A3.14c, wurde als ein Protein beschrieben, das für die Koordination von 
Transkription und Translation verantwortlich ist und dessen Disruption die steady 
state level der beiden intron-haltigen Transkripte COB und COX1 senkt, sowie die 
Fähigkeit zur Atmung unterbindet (Bryan et al., 2002; Rodeheffer und Shadel, 2003). 
Wie Sp-pet127 ist auch Sp-sls1 Teil des Komplexes, der für die Koordination von 
Transkription und Translation verantwortlich ist (Shadel, 2004). Durch Northern-
Hybridisierungen konnten keine Prozessierungsdefekte oder andere Veränderungen 
der Transkript-Qualität nachgewiesen werden, allerdings wurde für die intron-haltigen 
Transkripte cox1 und cob eine deutliche Reduktion der steady state level gemessen. 
Die Quantifizierung mittels qRT-PCR bestätigte diese Abnahme und konnte zeigen, 
dass es auch für weitere mitochondriale Transkripte zu einer leichten Abnahme der 
steady state level kommt (Kapitel 3.6.1.2). 
 
Die Disruption von Sp-sls1 führt zur Verminderung der RNA steady state level 
von cox1 und cob 
Das Fehlen von Vorläufertranskripten deutet darauf hin, dass Sp-sls1 nicht an der 
Transkript-Prozessierung beteiligt ist, aber die Feststellung, dass gerade die intron-
haltigen Transkripte besonders von der Disruption betroffen waren, führten zu der 
Hypothese, dass Prozesse des Intron-Splicing möglicherweise mittelbar an der 
beobachteten Abnahme beteiligt waren. Aber auch die Disruption von Sp-sls1 in 
einem Stamm, dessen mitochondriales Genom keine Introns enthielt, änderten an 
der Abnahme der steady state level von cox1 und cob nichts. Die beobachtete 
Reduktion der Transkripte beruht also auf einer mangelnden Stabilisierung und nicht 
auf Defekten, die im Zusammenhang mit der Intron-Prozessierung auftreten. Bei den 
kernkodierten Genen konnte unter anderem eine leicht verstärkte Expression von Sp-
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rpo41 und Sp-mtf1 gemessen werden (Kapitel 3.6.1.1), was gegen einen Einfluss der 
Transkriptionsrate auf die beobachtete Reduktion der mitochondrialen steady state 
level spricht. Eine Überexpression von Sp-sls1 führt im Wildtyp weder zu 
Veränderungen der mitochondrialen noch der kernkodierten steady state level. Die 
natürliche Abundanz dieses Gens liegt scheinbar so hoch, dass Sp-Sls1p seine 
Funktionen, zu denen auch die Stabilisierung von cox1 und cob zählt, zu 100% 
erfüllen kann und eine Verstärkung des Effekts durch Überexpression nicht möglich 
ist (Kapitel 3.6.1.3).  
 
Sp-sls1 stabilisiert Transkripte mit Defekten an den 3´- und 5´-Enden 
Um zu bestimmen, wie Sp-sls1 seine Funktion erfüllt und welche Enden der 
mitochondrialen Transkripte für diese Funktion verantwortlich sind, wurde das Gen in 
den Mutanten des Prozessosoms überexpremiert, die bei der Aufklärung der 
Funktion von Sp-pet127 bereits erfolgreich eingesetzt wurden. Es wurde gezeigt, 
dass schon in der Mutante, die lediglich Defekte am 3´-Ende der Transkripte aufwies 
(∆rpm1), der steady state level von cob durch die Überexpression von Sp-sls1 um 
über 50% gesteigert werden konnte (Kapitel 3.7.1.1). Traten Prozessierungsdefekte 
an beiden Enden auf, steigerte sich die Menge auf ungefähr 300% (Kapitel 3.7.1.1). 
Sp-sls1p kann, wenn es überexpremiert wird, ein unterschiedliches Maß an 
Protektion bieten, abhängig davon, wie stark die Transkripte von Degradation 
betroffen sind. Im Fall von ∆rpm1, wo nur die 3-Enden fehlerhaft prozessiert waren, 
werden diese Transkripte nur von Kontrollsystemen erkannt und degradiert, die über 
ein 3´5´-Exonukleaseaktivität verfügen, wie sie unter anderem im Prozessosom 
auftritt (Hoffmann et al., 2008). Der stabilisierende Faktor Sp-Sls1p konkurriert mit 
diesen um die defekten Transkripte, führt sie der Translation zu und reduziert so 
deren Abbau. Sind hingegen beide Enden der Transkripte fehlerhaft, so können 
sowohl Kontrollsysteme des 3´-Endes mit einer 3´5´-Exonukleasefunktion als auch 
Kontrollsysteme des 5´-Endes, die über eine 5´3´-Exonukleasefunktion verfügen, 
wie es für pet127 nachgewiesen wurde, die Degradation der Transkripte steigern. In 
dieser Situation wirkt die stabilisierende Wirkung von Sp-Sls1p zwei 
Degradationsstimuli entgegen und die gemessene Mengensteigerung fällt 
entsprechend stärker aus. Im Wildtyp führt besonders die Kombination von 
Hitzestress und dereprimierenden Bedingungen zu einer deutlich verstärkten 
Expression von Sp-sls1 (Kapitel 3.1.3). Die Addition von verstärkter Degradation 
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aufgrund von Prozessierungdefekten durch Hitzestress und dem gleichzeitig 
gesteigerten Bedarf an Atmungsaktivität kann in diesem Fall nur durch eine stark 
gesteigerte Protektion und Translation, beides vermittelt durch Sp-sls1p, 
gewährleistet werden. Die Frage, warum durch die Disruption von Sp-sls1 sowohl die 
Transkripte von cox1 und cob destabilisiert werden, durch die Überexpression aber 
nur eine stabilisierende Wirkung für cob erzielt wurde, konnte nicht geklärt werden, 
zeigt aber den hohen Grad an Komplexität der Kontrolle des mitochondrialen 
Transkriptoms. Die Beobachtung, dass die Überexpression von Sp-sls1 und Sp-
pet127 im Wildtyp die Expression des jeweils anderen Gens nicht beeinflusst, wie 
auch die Feststellung, dass Sp-pet127 seine Kontrollfunktion auch in der Sp-sls1 
Disruptante ausüben kann, sprechen dafür, dass die beiden Proteine zwar 
antagonistische Funktionen erfüllen (Degradation und Protektion durch Translation) 
aber unabhängig voneinander agieren können. Ausgehend von der These, dass für 
eine funktionierende Atmung das Gleichgewicht von Transkription und Degradation 
von zentraler Bedeutung ist (Rogowska et al., 2006), wurde versucht, durch die 
Überexpression von Sp-rpo41 der verstärkten Degradation in der Disruptante ∆Sp-
sls1 entgegenzuwirken. Unveränderte mitochondriale steady state level zeigten aber, 
dass die Folgen der Disruption von Sp-sls1 nicht durch die Möglichkeit zur 
verstärkten Transkription ausgeglichen werden können (Kapitel 3.7.4). Die 
Überexpression der mitochondrial lokalisierten Helikase Sp-mss116, selbst eine 
Komponente der Transkriptions-/Translations-Komplexes, führt zwar zu einem 
erhöhten steady state level von cox1, die Menge des cob-Transkriptes ist aber noch 
stärker reduziert als durch die Disruption von Sp-sls1 alleine (Kapitel 3.7.3). Das sich 
ergebende heterogene Bild wird vermutlich durch die verschiedenen Effekte 
verursacht, die sich aus der Überexpression von Sp-mss116 ergeben. Zum einen 
können durch die verstärkte Aktivität der Helikase Sekundärstrukturen der RNA 
besser aufgelöst werden, was eine verbesserte Degradation ermöglicht und so den 
verstärkten Abbau von cob erklären kann. Zum anderen wird durch die 
Überexpression aber auch die Expression anderer kernkodierter Gene wie zum 
Beispiel Sp-rpo41, Sp-mtf1 verstärkt (Abbildung 42, S.96). Der daraus resultierende 
verstärkte RNA-turnover umfasst auch eine verstärkte Transkription, die für die 
festgestellte Zunahme von cox1 verantwortlich sein könnte. Die Beobachtung, dass 
die Überexpression des gleichen Gens -Sp-mss116- im Fall zu hoher mitochondrialer 
RNA steady state level zu einer allgemeinen Abschwächung der Expression von 
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Genen des mitochondrialen RNA-turnovers führt, während bei zu niedrigem Niveau 
die Expression dieser Gene deutlich gesteigert wird, zeigen die komplexen 
Mechanismen und Zusammenhänge der Kontrolle mitochondrialer Transkription. Um 
diese besser übersehen zu können, wird im Folgenden ein Modell vorgestellt, das die 
Prozesse der Transkription sowie beteiligte Gene und deren Wechselwirkungen 
beschreibt. 
 
4.4 Vorschlag für ein Modell zur mitochondrialen 
Transkriptionskontrolle  
I. Transkription 
Der erste Schritt der Transkriptionskontrolle ist die Initiation der Transkription durch 
einen Komplex aus der Polymerase Sp-rpo41 und den sigma-artigen Faktor Sp-mtf1 
an den Promotoren Pma und Pmi. Schon durch die Sequenzunterschiede zwischen 
den beiden Promotoren kommt es zu einer Kontrolle der mitochondrialen 
Transkription, da der Komplex effizienter an den Promotor Pma bindet und diese 
Transkriptionseinheit verstärkt gebildet wird. Dieser Effekt ist aber nicht regulierbar 
und kann der Zelle nur zur groben Einstellung der Stöchiometrie zwischen den 
einzelnen Transkripten dienen, die im weiteren Verlauf noch genauer reguliert 
werden müssen. Durch die Expression von Polymerase und Hilfsfaktor kann S. 
pombe das Maß der Transkription steuern. Es wurde gezeigt, dass exogene 
Faktoren wie Hitzestress oder dereprimierende Kohlenstoffquellen zu einer Erhöhung 
der Expression von Sp-rpo41 und Sp-mtf1 und in folge dessen zu einer verstärkten 
Transkription und steigenden steady state leveln mitochondrialer Transkripte führen. 
Auch durch die Disruption und/oder Überexpression bestimmter Gene wird die 
Transkription moduliert. Die aus der Disruption von Sp-pet127 resultierende 
Akkumulation von mitochondrialen Transkripten senkt die Expression von am 
mitochondrialen RNA-turnover beteiligter Gene, zu denen auch die Polymerase und 
ihr Hilfsfaktor gehören. Je nach Höhe der mitochondrialen steady state level kann die 
Überexpression des gleichen Gens, wie im Fall von Sp-mss116, sowohl zu einer 
Reduktion als auch zu einer Steigerung der Expression von Sp-rpo41 und Sp-mtf1 
führen.  
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II. Vorläufer-Prozessierung 
 
 (A)                                                            (B) 
 
Abbildung 45: Wichtige Schritte der Transkriptprozessierung in den Mitochondrien von S. 
pombe. 
(A) Dargestellt ist ein polycistronische Transkript, wie es durch die Transkription gebildet wird. Die 
einzelnen Gene sind durch tRNAs getrennt, die von RNAse P und Z herausgeschnitten werden. Sp-
Mss116p unterstützt vermutlich als RNA-Chaperon die korrekte Ausbildung der tRNA-
Sekundärstruktur und trägt so zu diesem Prozess bei. (B) Die 3´-Enden der Transkriptvorläufer 
werden vom Prozessosom, bestehend aus Rpm1p und Rpm2p, bis kurz vor das C-Core-Motiv 
degradiert. Für S. pombe kann eine Komplementation von rpm2 durch Sp-mss116 ausgeschlossen 
werden. Die Situation in S. cerevisiae bedarf weiterer Aufklärung, um eine Wechselwirkung zwischen 
MSS116 und RPO41 ausschließen zu können. In beiden Arten ist zu klären, auf welche Weise 
Rpm2p/SUV3 an der korrekten 5´-Prozessierung beteiligt ist.   
 
Aus den entstehenden polycistronischen Vorläufertranskripten werden die tRNAs mit 
Hilfe der RNaseP, deren ribonukleärer Anteil in den Mitochondrien selbst kodiert  
wird (rnpB), und einem Homolog von RNAseZ, herausgeschnitten. Wie gezeigt 
werden konnte, verliert die Zelle mit steigender Temperatur die Kontrolle über diesen 
Prozess, so dass es zu Akkumulation von tRNA-haltigen Vorläufertranskripten 
kommt. Vermutlich können die tRNAs aufgrund des durch die Temperatur 
gesteigerten Freiheitsgrades die korrekten Sekundärstrukturen nicht mehr 
einnehmen und werden deshalb nicht mehr erkannt und prozessiert. Die Disruption 
der Helikase Sp-mss116, deren Hauptaufgabe die Unterstützung der Intron-
Prozessierung ist, führt zusätzlich dazu, dass auch die tRNA-Prozessierung nur noch 
teilweise korrekt abläuft (Diplomarbeit Zander, Daten nicht gezeigt).  
Ein wichtiger Schritt ist die Prozessierung der Enden der mitochondrialen 
Transkripte. Da in S. pombe die 5´-Enden aller Transkripte durch Transkriptions-
Initiation (rnl und cox3) oder tRNA-Prozessierung entstehen, kommt es im Wildtyp 
nur zur Prozessierung der 3´-Enden durch einen Komplex aus der RNase rpm1 und 
der Helikase rpm2. Defekte am 3´-Ende werden vom Kontrollfaktor Sp-pet127 nicht 
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erkannt und eine Überexpression dieses Gens kann die steady state level derartiger 
Transkripte nicht verringern. Die Disruption von rpm2 führt allerdings nicht nur zu 
Prozessierungsdefekten am 3´-Ende der Transkripte, sondern auch die 5´-Enden 
weisen zusätzliche Defekte auf, was einen Abbau durch Sp-pet127 stimuliert. 
 
III. Kontrolle der Transkriptstabilität 
 
 
Abbildung 46: Gene, die die Stabilität der mitochondrialen Transkripte beeinflussen 
Dargestellt ist ein reifes Transkript, bei dem die verschiedenen Prozessierungsschritte bereits 
abgeschlossen wurden. Das Sp-pet127 assoziierte Kontrollsystem interagiert mit dem 5´-Ende der 
Transkripte. Nur die Bindung von Proteinen wie den Translationsaktivatoren an eine genspezifische 
Sequenz (XXX) verhindert die vollständige Degradation. Gleiches gilt für das 3´-Ende mit dem C-Core-
Motiv (CCCCC) und dem 3´-Kontrollsystem. Sp-Sls1p konkurriert mit diesen Kontrollsystemen um die 
Transkripte, führt sie unabhängig vom Zustand der Enden der Translation zu und verhindert so deren 
Abbau. 
 
Die Transkriptstabilität in den Mitochondrien wird durch eine Reihe von Faktoren 
beeinflusst. Hier ist der Zustand des Transkripts bezüglich Prozessierungsdefekten 
ebenso entscheidend wie die Anwesenheit ausreichender Mengen von RNA-
Bindeproteinen. Die Bindung dieser Proteine an spezifische Sequenzen innerhalb 
der Transkripte, wie sie das Dodecamer-Motiv oder das C-Core-Motiv an den 3´-
Enden der Transkripte darstellen, oder auch die Bindungssequenz für das Cob-
Bindeprotein CBP1 am 5´-Ende, erfüllt mehrere Funktionen. Durch Komplexe wie 
beispielsweise das Prozessosom können die Transkripte, soweit erforderlich, bis an 
diese Bindestellen prozessiert werden, um reife RNAs zu generieren. Liegt das 
entsprechende Protein nicht oder in nicht ausreichenden Mengen vor, wird bei RNAs, 
die kein Protein gebunden haben, der Abbau über die Bindungsstellen hinweg 
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fortgesetzt und das Transkript komplett degradiert. Da die Bindeproteine alle 
kernkodiert sind, ermöglich dieses System die steady state level der mitochondrialen 
Transkripte nicht nur allgemein über die Steuerung der Transkriptions-Initiation zu 
kontrollieren, sondern die Mengen einzelner Transkripte durch Expression des 
Bindeproteins zu regulieren. Weiterhin können durch diesen Mechanismus gezielt 
RNAs degradiert werden, die aufgrund von Mutationen der mitochondrialen DNA 
entstanden sind. Da in jeder Zelle zahlreiche mtDNAs vorhanden sind, führen 
Mutationen zu einem heteroplasmatischen Zustand. DNAs mit Wildtypsequenz und 
mutierte DNAs werden, da eine Kontrolle auf DNA-Niveau nicht möglich ist, 
gemeinsam transkribiert. Haben die Mutationen aber zur Veränderung der 
Bindesequenzen geführt, werden die veränderten RNAs degradiert, während die 
Wildtyp-Transkripte weiterhin durch die Proteine stabilisiert werden können. Gleiches 
gilt auch für artfremde RNA ohne korrekte Bindesequenzen, wie sie beim Befall 
durch Viren auftreten würde. In vielen Fällen konnte gezeigt werden, dass die 
Bindung dieser Proteine nicht nur vor Degradation schützt, sondern auch 
Voraussetzung für die Translation ist. Proteine, die an der Prozessierung und/oder 
Degradation der Transkripte beteiligt sind, konkurrieren mit Proteinen, deren Aufgabe 
Protektion und in vielen Fällen auch Translation ist. Sp-pet127 ist an der Einstellung 
der steady state level der meisten mitochondrialen Transkripte beteiligt, indem es 
schon in der Wildtyp-Situation die steady state level der RNAs senkt. Durch die 
erhöhte Abundanz von Sp-Pet127p steigt die Wahrscheinlichkeit, dass dieser 
Kontrollfaktor mittelbar an Transkripte bindet, die nicht durch entsprechende Proteine 
stabilisiert sind und deshalb degradiert werden. Eine Situation, wie sie bei der 
Überexpression von Sp-pet127 im Wildtyp beobachtet wurde. Unterstützt wird diese 
These durch die Beobachtung, dass die Aktivität von Sp-pet127 durch den Zustand 
des 5´-Endes beeinflusst wird. Nur wenn dieses teilweise degradiert ist, wie im Fall 
von zwei Prozessosomenmutanten, kommt es zu einer verstärkten Degradation, die 
mit dem Ausmaß der festgestellten Defekte korreliert. In der Disruptante ∆Sp-pet127 
unterbleibt die Sp-pet127-abhängige Degradation, was zu einer Steigerung der 
mitochondrialen steady state level führt. Die Disruptante ist aber weiterhin 
atmungskompetent und in den Northern-Hybridisierungen können Degradations-
intermediate nachgewiesen werden, was zeigt, dass die Fähigkeit zu Degradation 
zwar eingeschränkt ist, aber nicht vollständig verloren geht. Dies deutet darauf hin, 
dass neben dem Kontrollsystem, an dem Sp-pet127 beteiligt ist, noch mindestens ein 
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weiteres Kontrollsystem vorhanden sein muss, dass zur Degradation beiträgt. 
Möglicherweise können durch das Prozessosom überschüssige Transkripte 
abgebaut werden, wenn keine entsprechenden Proteine am C-Core-Motiv gebunden 
sind.  
Einen weiteren Hinweis auf die Anwesenheit mehrerer Kontrollsysteme lieferte die 
Untersuchung des Gens Sp-sls1. In der Disruptante kommt es zur Abnahme der 
steady state level vieler Transkripte, wobei die Reduktion für die Mosaikgene cox1 
und cob besonders stark ausgeprägt ist. Einen Einfluss von Sp-sls1 auf die Intron-
Prozessierung kann ausgeschlossen werden, da diese deutliche Reduktion auch in 
Stämmen gemessen werden konnte, die keine Introns im mitochondrialen Genom 
enthalten. Da viele Transkripte von der Disruption beeinflusst werden, ist es 
unwahrscheinlich, dass es sich bei Sp-sls1 lediglich um einen Translationsaktivator 
wie CBP1 handelt. Von diesen werden nur die Transkriptmengen einzelner oder 
maximal sehr weniger Gene beeinflusst. Sp-sls1 muss aber mindestens mittelbar am 
Translationsprozess beteiligt sein, da seine Disruption zu einem vollständigem 
Amtungsdefekt führt, obwohl alle Transkripte in der korrekt prozessierten Form, wenn 
auch teilweise in geringer Menge vorliegen. Die Überexpression in den Mutanten des 
Prozessosoms zeigte, dass cob-Transkripte mit fehlerhaftem 3´-Ende stabilisiert 
werden. Die Überexpression von Sp-sls1 im Wildtyp führt hingegen zu keinen 
Veränderungen der Transkriptmengen von cob, was dagegen spricht, dass das 
untersuchte Protein primär der Transkript-Stabilisierung dient. Die gemessene 
Protektion ist in Mutanten, die auch Prozessierungsdefekte am 5´-Ende der cob-RNA 
aufweisen, noch wesentlich stärker ausgeprägt. Die erhaltenen Ergebnisse sprechen 
dafür, dass Sp-Sls1 wie sein Homolog in S. cerevisiae an der Koordination von 
Transkription und Translation beteiligt ist. Die Transkripte sind während der 
Translation vor dem Einfluss von Kontrollsystemen geschützt und können deshalb 
nicht degradiert werden. Je stärker ein Transkript von Degradation betroffen ist, 
desto stärker wirkt sich dieser Schutz aus und die gemessen Mengen steigen. Wie 
gezeigt wurde, können die steady state level von cob-Transkripten mit fehlerhaftem 
3´-Ende durch die Überexpression von Sp-pet127 nicht verstärkt degradiert werden. 
Die Überexpression von Sp-sls1 führt aber auch in diesem Fall zu einer 
Stabilisierung der Transkripte. Hieraus kann geschlossen werden, dass auch diese 
Transkripte einer verstärkten Degradation unterliegen. Es muss demzufolge 
mindestens ein weiteres Kontrollsystem geben, das unabhängig von Sp-pet127 ist 
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und dessen Angriffspunkt das 3´-Ende darstellt. Sp-Sls1p konkurriert mit diesen 
Kontrollsystemen um die mitochondrialen Transkripte. Fehlerhafte Transkripte, die 
von Sp-Sls1p und assoziierten Proteinen gebunden sind, werden der Translation 
zugeführt und können nicht degradiert werden, erkennbar am gesteigerten steady 
state level. Werden die Transkripte hingegen von einem der Kontrollsysteme 
gebunden, erfolgt die Degradation. Für die Kontrolle des mitochondrialen 
Transkriptoms ist also nicht nur die Balance zwischen Transkription und Degradation 
entscheidend, wie sie Rogowska et al. (2006) diskutierten, sondern eine Balance 
zwischen Transkription, Degradation und Translation. 
 
4.5 Ausblick 
Mehrere Komponenten, die an der Kontrolle des mitochondrialen Transkriptoms 
beteiligt sind, konnten im Rahmen der vorgelegten Arbeit genauer charakterisiert 
werden. Um das Verständnis für den komplexen Vorgang der Transkriptionskontrolle 
in den Mitochondrien weiter zu vertiefen, können mehrere Ansätze verfolgt werden. 
Durch die Kombination verschiedener Disruptionen kann der Frage nachgegangen 
werden, wie groß der Einfluss bestimmte Gene auf das Gesamttranskriptom ist. 
Würde beispielsweise in der Doppeldisruptante des Prozessosoms zusätzlich Sp-
pet127 disruptiert, könnte quantifiziert werden, wie stark der Anteil des Sp-pet127 
abhängigen Kontrollsystems an der Gesamtdegradation ist. Ein weiterer wichtiger 
Schritt wäre die Identifikation von Interaktionspartnern der verschiedenen 
Komponenten. Es konnte zwar gezeigt werden, dass viele der beteiligten Proteine 
Teil eines großen Transkriptions-Translations-Komplexes sind, wie genau ihr 
Zusammenwirken das mitochondriale Transkriptom kontrolliert, muss in vielen Fällen 
aber noch genauer untersucht werden. So kann für Sp-pet127 eine 5´3´-
Degradation nachgewiesen werden, das Protein selbst enthält aber keine Domänen, 
um RNA zu binden und zu degradieren. Durch die Verwendung eines TAP-Tags für 
Sp-pet127 können möglicherweise die entscheidenden Interaktionspartner 
identifiziert werden. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang auch 
die Untersuchung der Helikase rpm2, die zusammen mit der RNAse rpm1 das 
Prozessosom bildet. Obwohl dieser Enzymkomplex für die 3´-Prozessierung der 
Transkripte verantwortlich ist, führt die Disruption dieser Helikase zu Defekten an den 
5´-Enden. Durch die Identifikation weiterer Interaktionspartner von rpm2 könnte ein 
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Modell entwickelt werden, um diesen scheinbaren Widerspruch aufzuklären. Ein 
letzter wichtiger Punkt ist die Aufklärung, wie Informationen über den Zustand der 
Mitochondrien an den Zellkern weitergeleitet und dort beantwortet werden. In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Überexpression am RNA-turnover beteiligter 
Gene die steady state level anderer kernkodierter Transkripte so beeinflusst, das 
Veränderungen des mitochondrialen Transkriptoms entgegengewirkt wird. 
Interessant ist hier, wie die Informationen in den Kern gelangt, der so genannte 
Retrograde Pfad, und welche Mechanismen, für eine einheitliche Regulation der 
Gene sorgen, die am mitochondrialen RNA-turnover beteiligt sind.  
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5 Zusammenfassung 
 
Die Kenntnisse über die Kontrolle der mitochondrialen Transkription, Prozessierung 
und Degradation sind bis heute noch lückenhaft, obwohl die Summe der 
mitochondrial kodierten Gene in vielen verschiedenen Organismen genau identifiziert 
worden ist. Die Kontrolle der steady state level der Transkripte durch eine Regulation 
der rudimentären Promotoren ist, anders als bei kernkodierten Transkripten, nicht 
möglich. Störungen der mitochondrialen Transkription können unter anderem zu 
Mitochondriopathien führen, eine Klasse von Krankheiten, deren molekulare 
Hintergründe und Mechanismen in den letzten Jahren zum Ziel einer Reihe 
ambitionierter Forschungsprojekte geworden sind. Das mitochondriale Genom von 
Schizosaccharomyces pombe ist im Gegensatz zu dem von Saccharomyces 
cerevisiae sehr kompakt organisiert und dadurch dem des Menschen wesentlich 
ähnlicher. Deshalb ist die Spalthefe in diesem Fall als Modellorganismus besser 
geeignet.  
Um einen ersten Überblick über die Transkriptionskontrolle in den Mitochondrien zu 
gewinnen, wurde der Wildtypstamm mit verschiedenen Kohlenstoffquellen bei 
diversen Temperaturen untersucht. Durch ein neu etabliertes Transkriptom-profiling 
mittels quantitativer Real Time PCR konnte gezeigt werden, dass sowohl 
dereprimierende Kohlenstoffquellen als auch Hitzestress zu deutlichen Steigerungen 
der steady state level mitochondrialer Transkripte führen. In beiden Fällen standen 
den deutlichen Zunahmen der mitochondrialen steady state level (>Faktor 6) nur 
geringfügige Änderungen der Expression von kernkodierten Genen gegenüber 
(<Faktor 2), die einen Einfluss auf das mitochondriale Transkriptom ausüben. Durch 
die Kombination von Derepression und Hitzestress konnte die mitochondriale 
Transkription soweit gesteigert werden, dass es auch für die untersuchten 
kernkodierten Transkripte zu einer deutlichen Steigerung der steady state level 
(>Faktor 4) kam. 
Um Gene zu identifizieren, die an der Kontrolle des mitochondrialen Transkriptoms 
beteiligt sind, wurden Mutanten untersucht, die die Fähigkeit, auf nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen, ganz oder teilweise verloren hatten. 
Durch Komplementation mittels DNA-Banken konnten unter anderem der offene 
Leserahmen (ORF) SPCC1183.03c identifiziert werden, der als Sp-pet127 
bezeichnet wurde. Die Disruption dieses Gens reduziert die Fähigkeit, nicht-
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fermentierbare Kohlenstoffquellen bei erhöhter Temperatur zu nutzen. 
Bioinformatische Untersuchungen konnten zeigen, dass in über 60 weiteren 
Organismen Gene mit einer hohen Homologie zu dem untersuchten ORF existieren. 
Die qualitative Analyse des mitochondrialen Transkriptoms der Disruptante führte zu 
keinen Hinweisen auf Prozessierungsdefekte, so dass eine Beteiligung an der 
Transkript-Prozessierung in S. pombe ausgeschlossen werden konnte. Die steady 
state level der meisten mitochondrialen Transkripte erfuhren durch die Disruption des 
Gens eine starke Steigerung, während die Überexpression des Leserahmens zu 
einer deutlichen Reduktion führte. Da Homologe in Organismen auftreten, bei denen 
mitochondrial keine Polyadenylierung stattfindet, wurde angenommen, dass dieses 
Gen eine weitere Möglichkeit darstellt, die Transkriptstabilität in den Mitochondrien zu 
regulieren. Die Kontrollfunktion wird über das 5´-Ende der Transkripte ausgeübt und 
Defekte in diesem Bereich führen zu einer verstärkten Degradation der RNAs. Die 
heterologe Expression des Leserahmens SPCC1183.03c konnte die Disruption des 
Homologs in S. cerevisiae, PET127, komplementieren. Durch die Überexpression 
von Sp-pet127 in verschiedenen Disruptanten konnte nachgewiesen werden, dass 
ein mitochondrial lokalisierter Komplex aus einer Helikase (rpm2) und einer RNase 
(rpm1) zwar die Prozessierung der Transkriptenden gewährleistet, aber die 
allgemeine Degradation von diesem Komplex unbeeinflusst ist.  
Ein weiteres Gen, das das Transkriptom beeinflusst, war der ORF SPAP8A3.14c 
(Sp-sls1). Die Disruption führte zu einem kompletten Atmungsdefekt. 
Untersuchungen des mitochondrialen Transkriptoms zeigten, dass es besonders bei 
den Mosaikgenen cox1 und cob zu einer massiven Reduktion der steady state level 
kam. Durch Verwendung eines mitochondrial intronlosen Stamms wurde deutlich, 
dass die beobachtete Abnahme nicht durch fehlerhafte Intron-Prozessierung 
verursacht wurde, sondern auf eine mangelhafte Stabilisierung der Transkripte 
zurückzuführen war. Hierfür spricht unter anderem, dass Sp-sls1 in der Lage ist, 
fehlerhaft prozessierte cob-Transkripte zu stabilisieren und so deren steady state 
level zu erhöhen, unabhängig davon, an welchem Ende der Transkripte die Defekte 
auftraten.  
Durch die Charakterisierung von Sp-pet127 und Sp-sls1  konnte das Verständnis der 
mitochondrialen  Transkriptionskontrolle  durch  diese   Arbeit  um  wichtige  Aspekte 
erweitert werden.
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6 Abstract 
 
Genes encoded by the mitochondrial genome were characterised in various 
organisms, but many aspects of transcription, processing and degradation are poorly 
understood. The steady state level of mitochondrial transcription can not be 
controlled by regulation of the rudimentary promoters, in contrast to the nuclear 
encoded genes. The disturbance of mitochondrial transcription can lead to the 
development of mitochondriopathies. The molecular mechanisms of this class of 
diseases have become a target of ambitious research projects. Regarding the 
mitochondrial genome organisation, there are higher similarities between human and 
Schizosaccharomyces pombe than between human and Saccharomyces cerevisiae, 
making fission yeast the more suitable model organism. 
To get a first impression of the transcription-control in mitochondria, the Wild type 
grown on different carbon sources at various temperatures was investigated. By a 
newly established transcriptome profiling, using quantitative Real time PCR, it could 
be shown, that derepressing conditions as well as heat stress led to an increase of 
mitochondrial steady state levels. In both cases the increase of the mitochondrial 
steady state levels (> factor 6) was stronger than the accumulation of nuclear 
transcripts of genes influencing the mitochondrial transcriptome (< factor 2). The 
combination of this conditions led to an increased demand of mitochondrial 
transcription resulting in increased steady state levels of nuclear encoded transcripts 
(> factor 4).  
Mutants which partly lost the ability to grow on non-fermentable carbon source were 
analysed to identify genes involved in the control of the mitochondrial transcriptom. 
Using DNA-libraries to complement the growth defects, the open reading frame 
(ORF) SPCC1183.03c, called Sp-pet127, was identified. The disruption of this gene 
decreased the ability to grow on non-fermentable carbon sources at elevated 
temperatures. Bioinformatic investigations showed that homologues of this gene are 
present in over 60 organisms. Qualitative analysis of the mitochondrial transcriptome 
of the disruptant indicated no processing defects in S. pombe. The disruption of this 
gene resulted in a strong increase of most of the mitochondrial transcripts while the 
overexpression of this ORF led to a decrease of the steady state levels. Because 
homologs of Sp-pet127 were found in organisms lacking polyadenylation of 
mitochondrial transcripts, these genes present another possibility to regulate 
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transcript stability. The 5´-end of the transcripts is decisive for the control and defects 
at this end led to an enhanced degradation. The heterologe expression of Sp-pet127 
in S. cerevisae complemented the effects of the disruption of S. cerevisiae homolog 
PET127. By overexpressing this Sp-pet127 in different disruptants, it could be shown 
that a mitochondrially localised complex consisting of a Helikase (rpm2) and an 
RNase (rpm1) is responsible for the generation of the ends of the mature transcripts, 
but not involved in general RNA turnover.  
Another gene, which was analysed in detail, was the ORF SPAP8A3.14c (Sp-sls1). 
The disruption lead to a total loss of respiration and the investigation of the 
mitochondrial transcriptome showed that especially the steady state levels of intron-
containing genes like cox1 and cob are strongly decreased. By the use of a 
mitochondrially intronless strain, it could be shown that the observed reduction was 
not induced by intron-processing defects, but a lack of transcript stabilisation. This 
theory is supported by the observation that Sp-sls1 is able to stabilise incorrect 
processed transcripts of cob increasing the steady state level, regardless which 
end(s) showed processing defects. 
New important aspects of the knowledge about mitochondrial transcription control 
could be gained by analysing involved genes in this work. Sp-pet127 was identified 
as a factor involved in control of transcript quality and Sp-sls1, is a gene which 
stabilises certain transcripts and is crucial in coordination of transcription and 
translation.  
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pmol Picomol 
qPCR Quantitative PCR 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rpm rounds per minute 
s Sekunde 
sec Sekunde 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SP-Puffer Sorbitol-Phosphat-Puffer 
S. pombe Schizosaccharomyces pombe 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
Tab. Tabelle 
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TAE Tris-Acetat-EDTA 
TE Tris-Puffer mit EDTA 
Tris Trishydroxymethylaminoethan 
tRNA transfer RNA 
tRNAE Glutamat-transfer RNA 
U Unit 
UE Untereinheit 
ü.N. über Nacht 
Ura Uracil 
UTL untranslated leader 
UTR untranslated region 
V Volt 
v/v volume/volume 
w/v weight/volume 
YD „Yeast Extract“-Medium mit Glukose 
YDG „Yeast Extract“-Medium mit Glycerin und 
0,05% Glukose 
YG „Yeast Extract“-Medium mit Glycerin 
YNB yeast nitrogen base 
z.B. zum Beispiel 
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